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“Aun en las ciencias mas perfectas
nunca deja de encontrarse alguna doctrina
exclusivamente mantenida por el principio de autoridad”

Santiago Ramén y 'CGJG.[

“But the reason I call myself by my childhood name is to
remind myself that a scientist must also be absolutely like a
child. If he sees a thing, he must say that he sees it, whether

it was what he thought he was going to see or not. See first,
think later, then test. But always see first. Otherwise you will
only see what you were expecting. Most scientists forget that.
I’ll show you something to demonstrate that later. So, the other
reason I call myself Wonko the Sane is so that people will think
I am a fool. That allows me to say what I see when I see it. You
can't possibly be a scientist if you mind people thinking that
you're a fool”

Houglas gdams

“L’esprit est un produit de 1’organisation du cerveau
tout comme la vie est un produit de I’organisation des molécules »

drangois Jacob

“Mientras el cerebro sea un misterio,
el universo continuara siendo un misterio”

8an.tiago Ramén y C%lal

“My brain?
That’s my second favourite organ.”

Woody gllen

iX






AGRADECIMIENTOS

Ha arribat el moment més personal de tota tesi, en el que has de repassar
com es que s’ha aplegat a aquesta situacid, i és per aixd que comence els
agraiments en catala (encara que després canviar€), perque aixi és com la
sentisc, encara que estiga en castella. Han sigut moltes persones les que s’han
creuat en el meu cami mentres feia aquesta tesi i d'una manera o altra han
tingut un impacte sobre mi i per tant en aquest treball, i per aixo estic segur que
algu m’oblidaré. No m’ho tingueu en compte.

Perd als primers que de agrair-s’ho sén a Fernando i Quique, que em
permetreu comengar a treballar en el vostre laboratori i amb la vostra tutela i
direccid aquesta tesi ha arribat a bon port. De vosaltres dos he aprés
principalment el que sé hui en dia de ciéncia i espere que el futur vos depare
encara més exits.

Encara que el laboratori era xicotet, no estava mal acompanyat. Moltes
gracies Amparo, Joana, Carme i M? José per compartir tantes estones de
laboratori i especialment a Amparo que li va tocar ensenyar-me al principi. | en
aquest sentit, també li he d’agrair a José, ja que part de esta tesi parteix de la
seva. M’agradaria haver passat més temps amb la nova gent que ha entrat.
Perd el meu temps ja havia passat.

| tot aixd va ocorrer en el immillorable marc de la Facultat de Ciéncies
Biologiques. Moltes gracies als departaments de Biologia Funcional i Biologia
Cel-lular, que sempre varen facilitar les coses en la mesura del que era
possible i per tenir tan bons companys als dos i a la resta de la Universitat.

També he d’agrair a Juan Nacher la oportunitat de treballar al seu laboratori
quan es va acabar la meva beca. Em vaig sentir molt agust amb tot I'equip,
Carlos, José Miguel i Maria, i especialment a Ramoén, Esther, M® Angeles y
Laura que em féreu sentir com un company més.

Ademas, quiero agradecérselo a todos mis amigos, de diferentes ambitos y
diferentes épocas. Muchas gracias a los que estuvieron ahi, pero sobre todo a
los que se mantienen. Bea, desde hace ya algunos afos has venido ocupando
un lugar muy importante entre mis amigos. Echo de menos nuestras carreras

por el rio, porque me has ayudado a mantenerme en forma, y mas importante,

X1



por las conversaciones que tuvimos. Espero que todo te vaya siempre muy
bien y continuemos coincidiendo en el futuro.

Carlos y Dani, compafieros de aventuras durante afios, me alegra que
continuemos hablando y coincidiendo siempre que es posible, han pasado
muchos afios desde el instituto y cada vez se hace mas complicado, con
trabajos diferentes y paises diferentes. Pero siempre merece la pena.

A tota la colla de “ihuionanem” amb la que he anat a tantes excursions i
viatges i hem fet tant quilometres amb les nostres botes mentres discutiem de
ciéncia o de la vida. Espere que puguem fer-ho en el futur de nou. Gracies a
Santi, Raul, Eli, Tonyo, Victor, Salut, Barbara, Lluis, Ximo, M? Jesus, Rosa,
Gabi, Angel, Edu, Jorge i tota la resta.

Jorge, ademas de amigo, estuvimos compartiendo piso, al igual que con
Carlos, y una lista bastante larga para poner aqui. Muchas gracias a todos por
hacer la convivencia tan placentera.

A més tinc la sort de comptar amb molts amics de la época de la carrera,
alguns dels quals han agarrat el mateix cami de fer una tesi en Neurociéncies
Ximo i Aitana; i alguns en altres camps de la ciencia com Mariola, Neus, Anna i
Elena; i altres que han agarrat camins completament diferents com Vicent,
Reme, Marta, Teto, Varis, Lupe, Dani, Carme, Carles, Ester; Felix i tota la resta
que sempre és un plaer retrobar-nos.

He de agradecerles también todas las veces que nos hemos juntado en la
universidad o fuera de ella, para charlar o cenar. Gracias Santi, Almu, Marta,
Sara, Anna y el resto.

Gracias también a mis compaferos y companeras de los cursos de
doctorado con los que siempre era bueno juntarse a cenar, Blanca, Aitana, Ana
Pérez, Ana Cervera, Cintia, Jordi, Mariana, y a los que no coincidimos en los
cursos pero estaban en el laboratorio y de ahi surtié la amistad como Sara y
Melissa.

Gracias a Bea he conocido mucha gente como sus compis de piso y de
laboratorio, y ademas conoci a Isabel, Jordi, Sonia y Jesus (bueno a Jesus ya
le conocia), con los que he pasado buenas cenitas y clases.

Moltes gracies per els vespres de ciéncia i cervesa, Ignasi, Toni, Miguel,

Frago i Use.

xii



A més wull agrair-li la lluita que fa contra la precarietat en la Ciéncia a
I'organitzacioé Joves Investigadors, i més en concret a la gent que vaig conéixer
gracies a l'associacié com lIsabel, Martina, Dani, Juanvi, Vicent, Pere, Gloria,
Jordi, Virgilio, Marta, Santi, Andrés, Paco i tants altres. Ademas, quiero
agradecerles la lucha contra la precariedad a nivel estatal la FJI, Federacion de
Jévenes Investigadores, ya que en los ultimos afos hemos sido testigos de
importantes avances, y como no a la gente que conoci en sus listas como
Gloria, Tatiana, Lara, Salomén, Nacho, Oscar, Oriol, Natalia, Cecilia, Gloria y
muchos mas que ahora no puedo recordar.

Also, | want to thank to Dr. Satoshi lkemoto for allowing me to go to his
laboratory. And thanks to Rick Shin and his wife and Robert, for being so good
lab partners and coffee drinkers. Thanks to Bob, my flat mate and Alex, lab
mate, but also travel and adventures partners.

Gracias a Isabel Millan por las litografias para la portada.

Llegando casi al final, es evidente, que tengo que agradecérselo a mi familia.
Tengo que darles las gracias tanto a mis padres y hermano, como a mi abuela,
a todos los tios, tias, primos y primas, somos demasiados, y los que ya nos
estan. Papa, mama si Fernando y Quique me educaron en ciencia vosotros, me
educasteis en la vida. Muchas gracias por todo vuestro apoyo incondicional
siempre, aunque no entendieseis exactamente qué es lo que hacia. A ti, Paco,
no solo te he de agradecer que seas mi hermano y tu apoyo, sino que ademas,
tuviste que ver los videos de los ratones del capitulo 3. Muchas gracias por un
trabajo que no tenias obligacién de hacer. Muchas gracias ya que ha vosotros
os debo la persona que soy. Todo mi amor.

Et en dernier, mais le plus spécial a Nath, pour avoir vécu la derniére partie de
la thése avec moi, mais surtout pour m avoir accompagner dans cette derniére

aventure de tous les jours. Merci. JTM

xiil



Xiv



Indice

ABREVIATURAS 5
INTRODUCCION GENERAL 13
1. La dopamina y la neurobiologia del refuerzo 15
Refuerzo y autoestimulacion cerebral 16
Drogas adictivas y neurobiologia del refuerzo 18
Dopamina y refuerzos naturales: La hipotesis de la dopamina 19
2. Nuevas ideas sobre la naturaleza y neurobiologia del refuerzo 21
Dopamina y motivacion inducida por refuerzo 23
Actividad de las neuronas dopaminérgicas: error, prediccidn del refuerzo y aprendizaje 25
3. Un nuevo modelo para el estudio del refuerzo 26
El sexo y las feromonas sexuales 27
4. Objetivos y estructura 30
Bibliografia 32
CAPITULO I: 41
Introduccién 43
Primeros estudios de caracterizacion de los grupos celulares aminérgicos 43
Conocimiento actual sobre la organizacion de los sistemas dopaminérgicos. 45
El raton como modelo experimental para el estudio de las enfermedades derivadas de
alteraciones en el sistema dopaminérgico 46
Material y métodos 49
Animales de experimentacion 49
Deteccion inmunohistoquimica del DAT y la TH 49
Analisis de los resultados 50
Resultados 51
1. Distribucion de células inmunoreactivas para TH y DAT en el mesencéfalo y prosencéfalo
del raton 54
2. Distribucion de fibras inmunoreactivas para TH y DAT en los hemisferios telencefalicos del
raton 62
Discusion 71
Distribucion de somas dopaminérgicos en mamiferos 71
(Esta la expresion de DAT restringida a los grupos A8-A10? 73
Significado funcional de la expresion de DAT en células dopaminérgicas 75
Patron de inervacion dopaminérgica del cortex de raton 78
Patron de inervacion dopaminérgica de las areas subcorticales del telencéfalo de raton 79
Patron de inervacion dopaminérgica de la amigdala de raton 83
Aspectos comparados 84
Bibliografia 86



Indice

CAPITULO II: 103
Introduccién 105
Material y métodos 109
Animales de experimentacion 109
Trazado neuroanatémico 109
Analisis de los resultados 110
Resultados 112
1.a. Marcaje retrogrado (Fig. 2.3A-P) 113
1.b. Marcaje anterogrado en el telencéfalo (Fig. 2.4A-I) 121
1.c. Marcaje atribuible a fibras de paso (no ilustrado) 126
2.a. Marcaje retrogrado (Fig. 2.10A-P) 127
2.b. Marcaje anterogrado en el telencéfalo (Fig. 2.10A-J) 134
3. a. Inyecciones control adyacentes al VTA 139
Discusion 146
Consideraciones metodologicas 146
Aferencias comunes al VTA del raton: anatomia funcional de los estimulos reforzantes 148
Vias tegmento-estriatales y estriado-tegmentales: una espiral de ida y vuelta (Fig. 2.19) 156
La espiral dopaminérgica y el refuerzo: juna funcion con cada vuelta? 159
Bibliografia 163
CAPITULO III: 175
Introduccion 177
Material y métodos 179
Animales y disefio experimental 179
Cirugia y cuidados post-operatorios 179
Tests de preferencia por las sefiales quimicas derivadas de machos y comportamiento quimio-
investigador 180
Test de actividad locomotora 181
Test de preferencia por el sabor dulce 182
Metodologia histologica 182
Tratamiento de los datos y analisis estadistico 182
Control histolégico de la lesion 183
Comportamiento quimio-investigador 183
Preferencia por sacarosa 184
Correlacion entre el tamaiio de la lesion y la preferencia comportamental por las feromonas de
macho y el sabor dulce 184
Resultados 185
Evaluacion histologica de las lesiones 185
Tests de preferencia por la feromona de macho 186
Test de preferencia por sacarosa 189
Correlacion estadistica entre el “tamaio de la lesion” y el comportamiento 190
Discusion 192
Las células dopaminérgicas del VT A no estan implicadas de la misma manera en la expresion
de todos los comportamientos dirigidos a una meta 192
(Las feromonas tienen un sistema neuronal especifico para sefializar el refuerzo? 193
Los efectos de 1a lesion en la preferencia por sacarosa 195

El substrato neural de la preferencia innata por los refuerzos naturales 196



Indice

Bibliografia 199
CAPITULO IV: 205
Introduccién 207
Material y métodos 211
Animales y disefio experimental 211
Cirugia y cuidados post-operatorios 211
Test de actividad locomotora 211
Test de preferencia por el sabor dulce 212
Metodologia histologica 212
Tratamiento de los datos y analisis estadistico 213
Comportamiento quimio-investigador 213
Preferencia por sacarosa 214
Tests de preferencia por las sefiales quimicas derivadas de machos y comportamiento quimio-
investigador 215
Resultados 216
Evaluacion histologica de las lesiones 216
Tests de actividad motora 216
Tests de preferencia por la feromona de macho 217
Test de preferencia por sacarosa 220
Dinamica de la preferencia por sacarosa en los tests del primer y segundo dia 223
Discusiéon 233
La atraccion innata por feromonas presenta una dinamica lineal y no requiere dopamina en el
AcbShM 233
La deplecion dopaminérgica del AcbShM altera la dinamica de adquisicion de preferencia por
sacarosa 235
Estimulos apetitivos diferentes tienen dinamicas de obtencion diferentes 238
(Cual es la funcion de la dopamina en el AcbShM? 239
DISCUSION GENERAL 251
El sistema tegmento estriatal: un caso de evolucion conservadora 253
Las vias dopamiérgicas y la espiral tegmento-estriado-tegmental 256
Sexo y sabor dulce: ;Uno o varios sistemas de refuerzo? 261
Dopamina, motivacion y atencion 266
(De qué depende 1a hedonia? 267
Bibliografia 271

CONCLUSIONES 283






ABREVIATURAS

6-OHDA 6-hidroxidopamina

AA area anterior amigdalina

AAD division dorsal del area anterior amigdalina

AAV division ventral del 4rea anterior amigdalina
AADC descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos
AADC-ir reactivo para la descarboxilasa de L-aminoéacidos aromaticos
ABC complejo avidina-biotina-peroxidasa

AC nucleo comisural anterior

aca rama anterior de la comisura anterior

Acb nucleo accumbens

AcbC region Core del nicleo accumbens

AcbSh region Shell del nicleo accumbens

AcbShV area ventral de la region Shell del nticleo accumbens
AcbShM area medial de la region Shell del nucleo accumbens
ACo nucleo amigdalino cortical anterior

Acp rama posterior de la comisura anterior

ADP nucleo predptico anterodorsal

AH nucleo anterior hipotalamico

Ahi area amigdalo-hipocampica

AHP division posterior del nicleo anterior hipotalamico
Al corteza insular agranular

AID corteza insular agranular dorsal

AIP corteza insular agranular posterior

AIV corteza insular agranular ventral

AO nucleo olfativo anterior

AOB bulbo olfativo accesorio

AOD nucleo olfativo anterior dorsal

AOM nucleo olfativo anterior medial

AOV nucleo olfativo anterior ventral

Apir transicion amigdalopiriforme

Arc nucleo arqueado del hipotalamo



AStr area de transicion amigdaloestriatal

AVPe nucleo periventricular antero-ventral (

Bar nulcleo de Barrington

BDA dextranamina biotinilada

BL nucleo basolateral de la amigdala

BLA nucleo basolateral anterior de la amigdala

BLP nucleo basolateral posterior de la amigdala

BMA nucleo basomedial anterior de la amigdala

BMP nucleo basomedial posterior de la amigdala

BrdU bromodesoxiuridina

BST nucleo de la stria terminalis

BSTIA porcidn intraamigdalina del ntcleo de la stria terminalis
BSTLD porcion lateral dorsal del nucleo de la stria terminalis

BSTLJ porcion lateral yuxtacapsular del nticleo de la stria terminalis
BSTLP porcidn lateral posterior del nucleo de la stria terminalis
BSTLV porcidn lateral ventral del nucleo de la stria terminalis

BSTM division medial del nucleo de la stria terminalis

BSTMA porcion medial anterior del nticleo de la stria terminalis
BSTMPI porcidon medial posterior intermedia del ntcleo de la stria terminalis
BSTMPL porcidon medial posterior lateral del nucleo de la stria terminalis

BSTMPM porcion medial posterior medial del nucleo de la stria terminalis

BSTMV porcion medial ventral del nucleo de la stria terminalis

BSTS porcidn supracapsular del nucleo de la stria terminalis

C/C test control de preferencia con sustrato limpio en ambos recipientes
C/M test de preferencia de sustrato utilizado por macho contra sustrato limpio
CAl porcion 1 del asta de amén del hipocampo

CA2 porcion 2 del asta de amoén del hipocampo

CA3 porcidn 3 del asta de amon del hipocampo

CB puentes celulares del estriado ventral

cc cuerpo calloso

Ce nucleo central de la amigdala

CeC division capsular del ntcleo central de la amigdala

CeL division lateral del ntcleo central de la amigdala

CeLi division lineal del nucleo central de la amigdala



CxA
DIR
D2R
DA
DAB
DAT
DAT-ir
DB
DBH
Den

DI

DLO
DG
DLPAG
DMH
DMPAG
DMTg
DOPAC
DP
DpMe
DR
DRD
DRI

divisién medial del nucleo central de la amigdala
Corteza cingular primaria

Corteza cingular secundaria

area gris central pontina

péptido relacionado con el gen de la calcitonina
nucleo del claustro

nucleo linear caudal del rafe

nucleo cuneiforme

pedunculo cerebral

Caudatus Putamen

corticotropina

zona de transicion cortico-amigdalina

receptor 1 de la dopamina

receptor 2 de la dopamina

Dopamina

diaminobenzidina

transportador de dopamina

inmunoreactivo para el transportador de dopamina
nucleo de la banda diagonal

B-hidroxilasa de la dopamina

nucleo endopiriforme dorsal

corteza insular disgranular

corteza orbital dorsolateral

giro dentado del hipocampo

sustancia gris periacueductal dorsolateral
nucleo dorsomedial hipotaldmico

sustancia gris periacueductal dorsomedial
nucleo dorsomedial tegmental

acido dihidroxifenilacetico (metabolito de la DA)
area peduncular dorsal

nucleo profundo del mesencéfalo

nucleo dorsal del Raphe

rafe dorsal dorsal

rafe dorsal interfascicular



DRV rafe dorsal ventral

DTM nucleo tuberomamilar dorsal

DTT taenia tecta dorsal

Ect area cortical ectorrinal

En nucleo endopiriforme

EW nicleo de Edinger-Westphal

f fornix

fr fasciculo retroflejo

Glu Glutamato

GP globus pallidus

HDB nucleo horizontal de la banda diagonal

I masas intercaladas de la amigdala

IGj islotes de Calleja

ICjM islote mayor de Calleja

IF nucleo interfascicular

IL Corteza infralimbica

1P nucleo interpeduncular

IPAC nucleo intersticial del fasciculo posterior de la comisura anterior
IPACL division lateral del nucleo intersticial del fasciculo posterior de la

comisura anterior
IPACM divisiéon medial del nucleo intersticial del fasciculo posterior de la

comisura anterior

IRt nulcleo intermedio de la formacion reticular
KDa kilodalton

La nucleo lateral de la amigdala

LA area hipotalamica anterolateral

LaDL division dorsolateral de la amigdala lateral
LaVL division ventrolateral de la amigdala lateral
LaVM division ventromedial de la amigdala lateral
LC locus coeruleus

L-DOPA 3,4-dihidroxifenilalanina
LDTg nucleo laterodorsal tegmental
LEnt areca entorrinal lateral

LGP globo palido lateral



LH
LHb
LL

lo

LO
LOT
LPAG
LPB
LPO
LS
LSD
LSI
LSS
LSV
LTP
LV
Ml
M2
MCPO
ME

MeA
MeAD
MeAV
MeP

MGP
MHb
ml
ML
MM
MnPO
MnR
MO

area hipotalamica lateral

nucleo de la habenula lateral

nucleo del lemnisco lateral

tracto olfativo lateral

cortex orbitofrontal lateral

nucleo del tracto olfativo lateral
sustancia gris periacueductal lateral
area parabraquial lateral

area hipotalamica predptica

septum lateral

division dorsal del septum lateral
division intermedia del septum lateral
banda lateral del estriado

division ventral del septum lateral

potenciacion a largo plazo

ventriculo lateral

corteza motora primaria

corteza motora secundaria

nucleo magnocelular preoptico
eminencia media

amigdala medial

amigdala medial anterior

division medial de la amigdala medial anterior
division ventral de la amigdala medial anterior
amigdala medial posterior

tracto prosencefalico medial

globo palido medial

nucleo de la habénula medial
lemnisco medial

nucleo mamilar lateral

nlcleo mamilar medial

nucleo predptico mediano

ntcleo mediano del rafe

corteza orbital medial



MOB
MPA
MPB
MPO
mRNA
MS
mt

oT
PaAP
PAG
PalLM
PaPo
PaV
PBN
PBS
PCRtA
Pe
PeF
PF
PH
Pir
PLCo
PMCo
PMnR
PnR
PPTg
PR
PrC
PRh
PrL
PtM
PV

RCh

bulbo olfativo principal

area preoptica medial

area parabraquial medial

nucleo predptico medial

acido ribonucleico mensajero

septum medial

tracto mamilotaldmico

tubérculo olfativo

subdivision anterior del nicleo paraventricular
area gris periacueductal

nucleo paraventricular lateromedial

nucleo paraventricular posterior

subdivision ventral del nucleo paraventricular
nucleo parabraquial

tampon fosfato salino

nucleo parvocelular de la formacion reticular
nucleo hipotaldmico periventricular

nucleo perifornical

nucleo parafascicular

area posterior hipotaldmica

Corteza piriforme

nucleo cortical posterolateral de la amigdala
nucleo cortical posteromedial de la amigdala
nucleo paramediano del rafe

nucleo pontino del rafe

nucleo tegmental pedunculopontino

area prerrubra

nucleo precomisural

corteza perirrinal

Corteza prelimbica

Corteza premotora

parvoalbumina

Nucleo rojo

area retroquiasmatica



RDA
RLi
RRF
RSA
RSG
SCh
SHi

SI

SL
SLEA
SN
SNC
SNR
Spa
SPF
Su3

Su5
Subl
SuCD
SuM
TC

TH
TH-ir
VDB
Ven
VGIuT1
VGIuT2
VLPAG
VMAT2
VMH
VMPO
VO

VP
VRe

tetrametil rodamina

nucleo linear rostral

campo retrorrubro

corteza retrosplenial agranular

corteza retrosplenial granular

nucleo supraquiasmatico

nucleo septohipocampal

substantia innominata

nucleo semilunar

parte sublenticular de la amigdala extendida
substantia nigra

substantia nigra pars compacta

substantia nigra pars reticulata

zona subparaventricular

nucleo subparafascicular talamico

nucleo supraoculomotor

nucleo supratrigeminal

nucleo subincerto

nucleo subcoeruleo dorsal

nucleo supramamilar

tuber cinereum

hidroxilasa de tirosina

reactivo para la hidroxilasa de tirosina
porcidn vertical del nticleo de la banda diagonal
nucleo endopiriforme ventral

transportador vesicular de glutamato subtipo 1
transportador vesicular de glutamato subtipo 2
sustancia gris periacueductal ventrolateral
transportador vesicular de monoaminas
nucleo ventromedial hipotalamico

nicleo ventromedial preoptico

cortex orbitofrontal ventral

ventral pallidum

nucleo reuniens ventral



VTA area ventral tegmental

Z1 zona incerta



Introduccién general







JIntreducciin General

1. La dopamina y la neurobiologia del refuerzo

El refuerzo es un fendmeno psicoldogico que nos permite aprender de las
experiencias y, consecuentemente, modelar nuestro comportamiento de acuerdo con sus
consecuencias. Las propiedades reforzantes de un estimulo provocan que los sujetos
desarrollen o repitan mas asiduamente determinados comportamientos precedentes al
estimulo o en respuesta a éste. Esto implica el establecimiento o potenciacion de
determinadas conexiones neurales en el sistema cerebral del refuerzo.

Sin embargo, el estudio del refuerzo es complicado porque, como fendémeno
psicolégico que es, resulta dificil de cuantificar. De hecho, el refuerzo no es una
caracteristica intrinseca de un estimulo ni, por lo tanto, se presenta necesariamente
asociado a la intensidad del mismo, dado que un mismo estimulo puede ser reforzante o
no dependiendo del estado del animal. Por ejemplo, para un animal hambriento el
alimento es reforzante, mientras que este mismo alimento deja de serlo tras la saciedad
completa, o especifica de este alimento (lo que se denomina devaluacion; Dwyer, 2005).
Mas aln, el cardcter reforzante de un alimento se modifica con la experiencia, de
manera que un alimento puede pasar de reforzar un comportamiento a ser aversivo tras
su asociacion con una indigestion (o con un malestar inducido experimentalmente, tal
como se utiliza en el paradigma de condicionamiento aversivo al gusto (Samson et al.,
2004; Dwyer, 2005).

Muchas veces se han asociado o utilizado como sinénimos refuerzo y placer.
Efectivamente, un estimulo placentero puede ser usado como premio para reforzar
determinados comportamientos y por ello, entender los procesos neurales que provocan
el placer constituye un reto de gran interés, que contribuiria sustancialmente a
comprender la neurobiologia del refuerzo. Sin embargo, como veremos, el placer (que
en términos neurobiologicos suele nombrarse con el eufemismo ‘hedonia’) es s6lo uno
de los componentes del refuerzo. En cualquier caso, el placer también resulta dificil de
medir, y por ello no parece el componente mas adecuado para el estudio experimental
del refuerzo. En la mayor parte de los estudios experimentales sobre refuerzo, el método
empleado para identificar el valor reforzante de un estimulo es someter al animal
experimental a un paradigma comportamental operante, en el que éste tenga que trabajar
para obtener el estimulo supuestamente reforzante. Sin embargo, estos paradigmas

implican no sélo una experiencia previa con el estimulo, sino también un aprendizaje
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del comportamiento operante que posteriormente serd cuantificado. Por tanto los
circuitos neurales implicados en una respuesta operante de este tipo incluiran,
necesariamente, no sélo aquellos que procesan el valor hedonico del estimulo, sino
también aquellos implicados en la motivacidon para realizar la respuesta, asi como los
necesarios para asociar el estimulo reforzante y el comportamiento a realizar (Berridge
& Robinson, 2003; Wise, 2006). Y por supuesto los circuitos motores implicados en la
realizacion de la respuesta operante. Por tanto, para clarificar la base neural de estos
diferentes componentes del refuerzo (placer, motivacion, aprendizaje) resulta de mucho
interés estudiar respuestas innatas a estimulos reforzantes naturales, es decir, respuestas
que no impliquen aprendizaje. En este sentido, como se discutird mas adelante, hemos
optado por utilizar la atraccion ejercida por estos estimulos naturales reforzantes como

una aproximacion para el estudio del componente heddnico del refuerzo.

Refuerzo y autoestimulacion cerebral
El estudio de las bases neurobioldgicas del refuerzo tuvo su origen histérico en los

trabajos clasicos de James Olds y Peter Milner (1954), quienes llevaron a cabo los
primeros experimentos de autoestimulacion cerebral. Tras implantar un electrodo
cronicamente en una region del encéfalo de la rata, conectaban este electrodo a un
circuito que el animal podia cerrar apretando una palanca, lo que le permitia provocar la
estimulacion de la zona en la que tenia implantado el electrodo. Si el animal encontraba
placentera la activacion de esa zona del encéfalo, mostraba pautas de autoestimulacion
compulsiva. Usando este paradigma observaron autoestimulacién en varias areas del
cerebro del animal. Entre éstas, destacaba por dar tasas de palanqueo elevadisimas el
tracto prosencefalico medial (mfb, del inglés medial forebrain bundle) en el que los
animales se llegaban a autoestimularse unas 4 veces por segundo durante varios

minutos.
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Figura L.1. En A fotografia de una rata en una caja de Skinner dispuesta con una palanca para que el
animal pueda autoestimularse o autoadministrarse drogas intracerebralmente. En B curva acumulada
de palanqueo de una rata con un electrodo implantado en el cerebro. Modificado de Olds & Milner,
1954.

El mfb atraviesa en direccion antero-posterior el hipotdlamo lateral (LH) y posee
numerosos axones de proyeccion ascendentes y descendentes que interconectan
estructuras del telencéfalo y del mesencéfalo, y axones cortos que conectan estructuras
adyacentes. Entre los axones de proyeccion ascendentes, existe una diversidad de
neurotransmisores dependiendo del area de origen, como la dopamina (DA), la
serotonina y la noradrenalina. Pronto se observd que muchos de los sitios en los que los
electrodos daban lugar a comportamientos de autoestimulacion coincidian con la
localizaciéon de las neuronas catecolaminérgicas (noradrenérgicas o dopaminérgicas), o
de los tractos por donde discurrian o terminaban sus axones (Wise & Rompre, 1989).

Ademas, la administracion de anfetamina, un potente agonista de la DA,
provocaba un gran incremento en la tasa a la que el animal respondia a la estimulacion
cerebral reforzante (Stein, 1964). Por el contrario, los antagonistas de la dopamina,
como el espiroperidol, provocaban un decremento en la autoestimulacion cerebral a
través de electrodos implantados en el mfb (Phillips & Fibiger, 1978). Estos datos
sugerian que la DA era el neurotransmisor clave en el proceso del refuerzo y condujeron
a la idea de que el valor reforzante de la autoestimulacion del mfb se debia a que,
durante la misma, se activaban las fibras ascendentes de este tracto (Nelson et al., 1981),
de naturaleza dopaminérgica, que conectan el area ventral tegmental (ventral tegmental
area, VTA) con centros telencefalicos que incluian el estriado ventral o nucleo

accumbens (Acb), el cortex frontal, y otras estructuras del sistema limbico (septum y

T -
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amigdala). Esta conexion tegmento-telencefalica se conoce como via mesocortico-

limbica.

Drogas adictivas y neurobiologia del refuerzo
Las drogas de abuso no sélo lo son para los seres humanos, sino que también son

auto-administradas por animales experimentales (Pickens et al., 1978; Johanson &
Uhlemhuth, 1978; Johanson & Schuster, 1981, Markou et al, 1993). La auto-
administracion de drogas es una muestra de las propiedades reforzantes de las mismas
ya que la adiccion es consecuencia, en ultima instancia, de las propiedades reforzantes
de las drogas. Por ello el estudio de la neurobiologia de la drogadiccion se halla unido al
de las bases del refuerzo.

En este sentido, los estudios de adiccion indicaban que entre las drogas mas
adictivas se encuentran las drogas que son agonistas de la DA, también llamadas drogas
psicoestimulantes (Snyder & Solomon, 1992). Mediante los estudios de microdialisis
intracerebral se ha observado que estas drogas psicoestimulantes, como la cocaina

(Kuczenski et al., 1991) y las anfetaminas (Carboni et al., 1989), provocan la liberacion

Comida, liquido y sexo
(via los inputs sensoriales)
VTA Opiaceos

VTA

NAC

Cocainay
anfetamina

NAC

VTA Alcohol

NAC

Alcohol

Figura L.2. Los mecanismos de accion de los refuerzos naturales y drogas sobre las neuronas
dopaminérgicas mesolimbicas. En A los refuerzos naturales actuan de manera indirecta para activar
las neuronas del VTA. En B y C, opiaceos y alcohol actian de manera indirecta para aumentar la
actividad neuronal y liberacion de DA. En D, cocaina y anfetamina incrementan los niveles de DA
inhibiendo el transportador de DA. Modificado de Spanagel & Weiss, 1999.
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de DA en el estriado ventral. Curiosamente, otras drogas de abuso con propiedades
farmacologicas bien diferentes, como los narcoticos (Di Chiara & Imperato, 1988), la
nicotina (Imperato et al., 1986), el etanol (Imperato & Di Chiara, 1986) o la fenciclidina
(Carboni et al, 1989), también provocan un incremento en las concentraciones
extracelulares de DA en el Acb a pesar de no afectar directamente las neuronas
DA¢érgicas.

El mecanismo por el que cada droga de abuso estimula la liberacion de DA
depende del grupo de drogas al que pertenezca (Fig. 1.2). La cocaina y las anfetaminas
en realidad son agonistas indirectos, que potencian la neurotransmision DAérgica
inhibiendo la recaptacion de esta catecolamina por su transportador (Dopamine
Transporter, DAT), prolongando asi su tiempo de accion en la hendidura sinaptica
(Thibaut et al., 1995; Spanagel & Weiss, 1999, Riddle et al., 2005). Las drogas no-
psicoestimulantes (narcoticos, nicotina, etanol) provocan una liberacion de DA en el
Acb mediante una estimulacion o desinhibicion de las neuronas DAérgicas del VTA
(Matthews & German, 1984; Gessa et al., 1985; Mereu et al., 1987, Spanagel & Weiss,

1999), o mediante su accion directa localmente en el propio nticleo accumbens.

Dopamina y refuerzos naturales: La hipotesis de la dopamina
Los estudios de microdidlisis demostraron que, como las drogas adictivas, los

estimulos naturales reforzantes como la comida, el sabor dulce o el sexo provocaban la
liberacion de DA en el Acb (Fibiger et al., 1992; Westerink et al., 1994; Pfaus, 1999;
Becker et al., 2001; Hajnal ef al., 2004; Kelley, 2004).

Ademas, las drogas agonistas de dopamina incrementan el valor recompensante de
los estimulos reforzantes naturales ya que los animales tratados con estas drogas
realizan comportamientos operantes mas complejos o de mayor esfuerzo (una mayor
tasa de palanqueo) que los animales control para conseguir la misma recompensa,
mientras que los antagonistas de DA tienen el efecto contrario (Fouriezos & Wise,
1976; Wise, 2004). Por su parte, la microinfusion de antagonistas de opioides en la
VTA impide la liberacion de DA en el Acb inducida por comida (Tanda & DiChiara,
1998) indicando que la comida utiliza este neurotransmisor para activar las neuronas
DA¢érgicas del VTA (Fig. 1.2), probablemente a través de interneuronas opioidérgicas

tegmentales.
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La ingesta de alimentos y liquidos es un proceso importante para el control de las
condiciones fisiologicas de los animales. En este contexto, la ingesta de alimentos con
sabor dulce intenso es altamente reforzante, lo que refleja que los alimentos muy dulces
tienen un elevado contenido en azucares y, por lo tanto, constituyen una fuente rapida
de energia. Por ello el uso de sacarosa como estimulo reforzante es habitual en
paradigmas comportamentales de laboratorio para el estudio del refuerzo (Hull, 1943;
Phillips et al., 1991; Wedzony et al., 2003), en los que se observa una relacion clara
entre el valor reforzante de la solucion dulce y la concentracion de sacarosa en la misma
(Bradshaw et al., 1981; Heyman & Monaghan, 1994).

En este sentido, se ha observado que la ingestion o consumo de ciertas comidas
apetitosas incrementa la expresion de c-fos no solo en el sistema gustativo (como era de
esperar) sino también en diversas areas del sistema limbico y en la via tegmento-
estriatal (Park & Carr, 1998). Igualmente, los estudios de microdialisis indican un
incremento notable de los niveles de DA en el Acb tras lamer una solucion azucarada,
altamente preferida, frente a los que se observan en el mismo nucleo tras beber agua
(Hajnal & Norgrem, 2001, Hajnal et al, 2004). Ademas, se observd que la
administracion mediante microdidlisis inversa de una solucion de nomifensina (un
agente bloqueante de la recaptacion de DA) en el Acb induce un aumento en el
consumo de sacarosa (Hajnal & Norgrem, 2001). Por ultimo, la ingesta preferente de
soluciones de azlcar parece ser dependiente de DA, ya que la lesiéon de las neuronas
DAérgicas del VTA (Shimura, 2002) reduce el sobreconsumo (consumo preferente) de
sacarosa frente a agua.

Este tipo de evidencias llevaron a Wise y Rompré (1989), a proponer la llamada
hipotesis de la dopamina del refuerzo o de la hedonia. Esta hipdtesis se basaba en la
idea de que los estimulos reforzantes provocan sensaciones de placer a las que se
atribuian sus profundos efectos sobre el comportamiento. El valor hedénico de los
estimulos reforzantes se deberia, en ultima instancia, a que desencadenan o potencian la

liberacion de DA en las sinapsis del Acb.
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2. Nuevas ideas sobre la naturaleza y neurobiologia del

refuerzo
En los ultimos 15 afos, esta hipotesis de la DA del refuerzo ha sido muy

cuestionada desde numerosos puntos de vista. Por un lado, pronto se demostré que las
drogas psicoestimulantes (la cocaina o las anfetaminas), a pesar de ser muy adictivas y
de actuar directamente como agonistas de DA no producen una sensacioén de placer o
hedonia, sino que suelen dar una sensacion de euforia (Volkow et al., 1997). Asi pues,
no estaba clara la relacion entre hedonia y refuerzo, aunque se sigue manteniendo la
idea de que la induccion de sensaciones subjetivas de euforia o hedonia constituye un
atributo especifico de los estimulos reforzantes naturales y de las drogas adictivas.

Por otra parte, las investigaciones sobre el posible papel de la DA en estos efectos
subjetivos (euforia o placer) en humanos también ponen en cuestion la hipdtesis de la
dopamina. Los estudios de imagenes cerebrales muestran que la euforia producida por
estimulantes esta ligeramente correlacionada con el grado de liberacion de DA inducido
por la droga (Laruelle et al., 1995; Volkow et al., 1999; Drevets et al., 2001). Sin
embargo, las personas adictas dejan de inyectarse el placebo, mientras que contintian
inyectandose dosis bajas de cocaina que el sujeto encuentra subjetivamente
indistinguibles del placebo (Martinez et al., 2004) por lo que parece que el refuerzo se
produce de manera subliminal, sin que el adicto experimente sensaciones subjetivas de
placer o euforia. Ademas, en estudios con diversas drogas de abuso se ha observado que
es posible separar el refuerzo del placer. Asi, a lo largo de sesiones de
autoadministracion de drogas adictivas se observa un rapido efecto de tolerancia
(perdida de efecto con la misma dosis) en la sensacion de placer subjetivo que
experimenta el sujeto, tanto con cocaina (Foltin & Fischman, 1991), como con morfina
(Lamb ef al., 1991) o nicotina (Russell, 1989). Sin embargo, aunque el placer disminuye
durante la sesion la tasa de auto-administracion de las drogas no desciende (Johanson &
Uhlenhuth, 1978).

El estudio de la hedonia o euforia inducidos por estimulos reforzantes o drogas en
animales experimentales es una tarea dificil. Con el objetivo de analizar
experimentalmente el valor hedonico de un estimulo independientemente de los factores
motivacion y aprendizaje, algunos autores han analizado las respuestas instintivas
(innatas) a estimulos reforzantes naturales, con el fin de poder cuantificar supuestos
“estados de animo” asociados, lo que se suele denominar respuestas afectivas. Por

ejemplo, se ha observado que los roedores muestran un patrén estereotipado de
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expresiones faciales cuando se les administra una solucion dulce o amarga en la boca, y
que estas expresiones son similares a las expresiones de los bebés humanos y de otros
primates frente a las mismas soluciones sapidas (Grill & Norgren, 1978; Berridge, 1996,
2000). De hecho, un observador avezado podia identificar la solucion sapida que se
introducia en la boca del animal (o del bebe) con s6lo observar sus expresiones faciales.
Por ello, Berridge y colaboradores usaron estas expresiones faciales como indicadoras
de la hedonia inducida por estas soluciones, y observaron que ni las lesiones de las vias
DAérgicas meso-cortico-limbicas (Berridge et al., 1989) ni las drogas neurolépticas
(antagonistas de la DA, Pecina et al., 1997) alteraban las reacciones orofaciales
asociadas al sabor de la sacarosa. Estos hallazgos llevaron a los autores a sugerir que el
valor hedonico del sabor dulce es independiente de la DA, dando asi la puntilla
definitiva a la hipdtesis dopaminérgica de la hedonia. Sin embargo, hay quien cuestiona
esta interpretacion de los resultados. Por ejemplo, también se observan movimientos
orofaciales normales frente a la sacarosa en ratas descerebradas (Grill & Norgren, 1978)
y bebés anencefalicos (Steiner, 1973), lo que indica que estos movimientos faciales
estan mas relacionados con patrones de accion fijos y estereotipados (Berridge et al.,
1984) que con los mecanismos telencefalicos del refuerzo.

No obstante, la idea de que la DA no es un agente causal en la hedonia y, en
general, en el refuerzo del sabor dulce, también se sustenta en el hecho de que animales
modificados genéticamente para alterar sus sistemas DAérgicos mantienen una
preferencia clara por una solucion azucarada frente a agua. Cannon y Palmiter (2003)
estudiaron una cepa de raton con una deleccion génica para la tirosina hidroxilasa, con
lo que sus niveles de DA eran casi nulos (menores del 1% respecto de la cepa salvaje), y
observaron una preferencia del sabor dulce frente al agua similar a los animales de la
cepa salvaje. Sin embargo, esta cepa de ratones modificados genéticamente necesitaba
unos cuidados especiales ya que eran casi completamente afagicos y acinéticos, por lo
que se les suministraba cafeina para mantenerlos en niveles de actividad aceptables.
Aun asi, y a pesar de mantener la preferencia por el sabor dulce, estos mutantes
presentaban alteraciones en la microestructura del patron comportamental de ingesta de
liquidos (periodos de ingesta continuada de mayor duraciéon, mayor numero de
lametones por periodo de ingesta continuada, pero menor niimero total de lametones o
periodos de ingesta continuada) que los autores atribuian a deficiencias motoras de

ejecucion, o motivacionales.
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Ademads, el estudio de las reacciones orofaciales de ratones trasgénicos
hiperdopaminérgicos (tan solo poseian un 10% del DAT, lo que provocaba un aumento
de un 70 % en los niveles basales de DA) indica que éstas son normales (Pecifia ef al.,
2003). Estos animales no mostraban aumentadas sus reacciones hedonicas innatas antes
la sacarosa, aunque como veremos después, si que mostraban alteraciones en otros
procesos.

Por otra parte, los resultados de la aplicacion de farmacos DAérgicos son
consistentes con los de los animales transgénicos mencionados arriba. Asi, las
infusiones intra-accumbens de antagonistas D1 y D2 que dificultan la locomocién, no
alteraban la ingesta de comida ni la latencia por alimentarse (Baldo et al., 2002), aunque
alteraba la estructura de la ingesta (se alimentaba menos veces pero de mayor duracion,
con lo que consumia la misma cantidad total de comida). Esto sugiere que la DA no
tiene un efecto en el valor reforzante de la comida, si no en parte del procesado del

refuerzo.

Dopamina y motivacion inducida por refuerzo
Para explicar la discrepancia entre los efectos de las alteraciones de los sistemas

DAérgicos sobre la hedonia de los estimulos reforzantes y sobre el aprendizaje
instrumental inducido por éstos, Berridge (1996, 2000, 2007) propone que el refuerzo
no es un proceso unico, si no que se puede dividir en varias fases que se pueden estudiar
de manera independiente (Berridge, 2007) y serian afectadas en diferente grado por
distintas intervenciones experimentales. Por una parte, los estimulos recompensantes
producen hedonia (en inglés [liking), y por otra parte inducen una activacion
motivacional que hacen que el animal desee procurarse el estimulo (en inglés wanting).
De manera que para Berridge, el /iking (la hedonia) es independiente de DA, mientras
que el wanting o la motivacion para conseguir el estimulo y realizar el paradigma
operante necesario seria dependiente de la DA.

Que la DA tiene un papel importante en el refuerzo queda claro por el efecto
devastador de las lesiones grandes de los grupos tegmentales DAergicos en los
comportamientos apetitivos. Asi, los animales lesionados muestran con frecuencia
adipsia y afagia severas (Ungersted, 1971; Sakai & Gash, 1994) que los conducen a la
muerte por deshidratacion e inanicidon si no se les dan cuidados intensivos. Aunque

algunos autores atribuyen estos efectos a lesiones de fibras ascendentes que cruzan el
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tegmento hacia el prosencéfalo (Nadaud et al., 1984), cuando las lesiones son
especificas de células dopaminérgicas y respetan las fibras de paso, el efecto es
igualmente devastador (Shimura et al., 2002; resultados propios).

No obstante, la funciéon de la DA como responsable del refuerzo en las fases
primarias (hedonia) no es refrendada por el analisis del comportamiento de animales
alterados genéticamente. Asi, tanto los animales hiperdopaminérgicos (Knock-down
para el transportador de dopamina, DAT; Pecina et al., 2003) como los que carecen de
DA (Knock-out para la hidroxilasa de tirosina; Cannon & Palmiter, 2003; Cannon &
Bseikri, 2004) contintan mostrando preferencia por el consumo de estimulos
reforzantes, si bien muestran alteraciones de este consumo.

Los animales KO para el DAT (Pecina et al, 2003) poseen una mayor
concentracion de DA extracelular al no poder recaptar la DA. Estos animales mostraban
las mismas reacciones hedonicas frente a la infusion intraoral de sacarosa que la cepa
salvaje, lo que indicaba que el impacto hedonico del sabor dulce de la sacarosa no se
hallaba alterado. Sin embargo, cuando se situaban en un pasillo donde al final obtenian
comida, los ratones KO para el DAT recorrian el pasillo més rapido y con menos
titubeos, y consumian una cantidad de comida mayor que la cepa salvaje. Asi pues, el
incremento de DA no se traduce en un mayor impacto hedonico de la comida, si que no
posiblemente produce una mayor motivacion por obtenerla.

Apoyando esta hipdtesis, los trabajos de Salamone y colaboradores (Salamone
1992, 1994; Salamone et al., 1997, 2003; Salamone & Correa, 2002) aportan mas
evidencias en contra de que la DA sea responsable de las propiedades hedodnicas de la
comida. Estos autores disefiaron experimentos en los que las ratas tenian que elegir
entre realizar una respuesta operante o una de aproximacion directa para obtener
comida, obteniendo o bien un alimento més apetitoso o bien una mayor cantidad de
comida si realizaban el comportamiento operante. Observaron que tras la administracion
sistémica de antagonistas de la DA las ratas aumentaban el consumo de comida por
aproximacion directa y disminuian la respuesta operante para obtener la comida. Asi
pues, parece que el bloqueo de los receptores de la DA provoca que los animales
centren su eleccion en aquellos comportamientos que conlleven menor esfuerzo, aun
cuando conlleven menos refuerzo. Segun los autores, esto indica que la disminucion de
la neurotransmision DAérgica no impide al animal identificar el valor reforzante de la
comida, pero le provoca una pérdida de motivacion por conseguir una mayor cantidad

de comida o una comida mas apetitosa.
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Actividad de las neuronas dopaminérgicas: error, prediccion del refuerzo y
aprendizaje
Otra manera de abordar el estudio del refuerzo y el papel de la DA en el mismo es

estudiar la respuesta de las neuronas DAérgicas a la deteccion de estimulos reforzantes.
En este sentido, los estudios fisioldgicos (Cooper, 2006; Lapish et al., 2007) indican que
la actividad de las neuronas del VTA y, por tanto, la liberacion de DA en el Acb, se
produce de dos maneras. Por un lado, las neuronas tegmentales DAérgicas muestran una
actividad ténica basal, que se traduce en una liberacion de DA de manera tonica y
regular. Ademaés, al ser estimuladas, las células DAérgicas pasan a un modo de
actividad fasica consistente en trenes de potenciales de accion que desencadenan la
liberacion de grandes cantidades de DA en el estriado. Aparentemente, es la actividad
fasica de las neuronas tegmentales la relacionada con el refuerzo. Aun asi, esta actividad
no so6lo es inducida por estimulos reforzantes, sino que también parece ser
desencadenada por cualquier estimulo inesperado, sea reforzante o aversivo (Schultz,
2001). Sin embargo, otros autores han observado que algunas neuronas DA¢grgicas se
inhiben ante un estimulo aversivo, y para estos autores las neuronas registradas por
Schultz que aumentan su tasa de respuesta por un estimulo aversivo deben ser
interneuronas inhibitorias (Ungless et al., 2004).

En cualquier caso, el tipo de respuesta de las neuronas tegmentales DAérgicas a
los estimulos reforzantes es muy peculiar. Schultz (1998) expuso a macacos a un
estimulo predictor (un tono, una luz) que era seguido sistematicamente por un refuerzo
(zumo de frutas), mientras registraba la actividad eléctrica de sus neuronas DAérgicas
tegmentales. En un principio las neuronas se activan cuando el animal recibia el
estimulo reforzante. Pero, a medida que el animal adquiria experiencia en el paradigma
experimental, y el zumo era asociado con el estimulo predictor, las neuronas del VTA
dejaban de aumentar su actividad ante el zumo, y pasaban a hacerlo en respuesta a los
estimulos que lo precedian. Esto sugeria a Schultz que las neuronas tegmentales
codifican la prediccion del refuerzo por estimulos que lo preceden.

Sin embargo si, tras el entrenamiento, en una ocasion el estimulo predictor no iba
seguido del estimulo reforzante (el zumo), la actividad de las neuronas DAérgicas sufria
una marcada inhibicion en el momento en que el refuerzo era esperado. Por el contrario,
si el refuerzo era superior al esperado (mayor cantidad o concentracion del zumo) las

neuronas DAérgicas volvian a responder al mismo. Schultz interpreta estos resultados
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como demostrativos de que las neuronas DAérgicas estarian relacionadas con la

prediccion del refuerzo y la deteccion de errores en esta prediccion.

3. Un nuevo modelo para el estudio del refuerzo

Como hemos expuesto, la mayor parte de los estudios relativos a los procesos de
refuerzo y a los mecanismos neuroanatémicos y neuroquimicos subyacentes (como el
papel de la dopamina) se han llevado a cabo utilizando drogas adictivas o estimulos
reforzantes naturales relacionados con la ingesta, como la alimentacion o el sabor dulce,
y generalemente se han utilizado paradigmas comportamentales de condicionamiento
operante. Esto nos hace preguntarnos si estos resultados son generalizables a todos los
procesos de refuerzo.

En este sentido, podriamos clasificar los estimulos reforzantes en dos grandes
grupos: aquellos relacionados con el mantenimiento de la homeostasis (estimulos
relacionados con la ingesta de solidos o liquidos o con la temperatura de confort) y los
relacionados con la reproduccidon, como los estimulos que median interacciones
sexuales o parento-filiales. Esto nos plantea la cuestion de si ambos tipos de refuerzo
utilizan los mismos mecanismos neurobiologicos. Esta pregunta no tiene facil respuesta
dado que no son numerosos los estudios acerca de las bases neurobioldgicas del
refuerzo del sexo (ni de las interacciones parento-filiales).

Para estudiar experimentalmente el refuerzo asociado al sexo es necesario un
estimulo sexual que desencadene una respuesta apetitiva innata (no aprendida) y que sea
facil de administrar sin que el animal tenga que aprender a ejecutar una respuesta
motora. De esta manera eliminamos la posible influencia del aprendizaje y disminuimos
el papel de la motivacion y de la ejecucion de una respuesta motora compleja. Un
congénere del otro sexo en las condiciones hormonales adecuadas es, seguramente, un
objeto sexual atractivo, pero constituye en realidad una pléyade de estimulos (quimicos,
auditivos, somatosensoriales, visuales) dificiles de administrar controladamente. Por
ello decidimos estudiar un estimulo quimico que resulta sexualmente atractivo de
manera innata (Moncho-Bogani et al., 2002), como son las feromonas sexuales,
utilizando un paradigma comportamental sencillo basado en el comportamiento

exploratorio de los ratones.
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El sexo y las feromonas sexuales
El valor reforzante del sexo deriva evidentemente de que el objetivo de la vida es

autoperpetuarse. El comportamiento sexual es parte fundamental de la reproduccion de
los individuos, y por ello puede ser desencadenado por de manera innata por diversos
estimulos sensoriales, resultando en respuestas comportamentales incondicionadas
estereotipadas.

Aunque el acto sexual sea el objetivo ultimo de los comportamientos sexuales, el
proceso se puede dividir en dos fases (Hull et al., 2002; Blaustein & Erskine, 2002). La
fase consumatoria, cuando se realiza la copula, y la fase de apetencia, previa a la fase
consumatoria, que abarca desde la deteccion busqueda y localizacion de una pareja
sexual hasta los juegos pre-copulatorios.

En la fase de apetencia muchas especies utilizan estimulos visuales para llamar la
atencion de los congéneres del sexo contrario, lo que ha potenciado el desarrollo
evolutivo de caracteres sexuales secundarios y su crecimiento mediante fenémenos de
seleccion sexual (Darwin, 1859; 1871). Son estos fendémenos los que explican el vistoso
plumaje de los pavos reales o las aves del paraiso.

Sin embargo los roedores no utilizan estimulos visuales ni muestran dimorfismo
sexual evidente. La razén es que en roedores, el comportamiento social y sexual
depende fundamentalmente de estimulos quimicos. Las primeras descripciones de
sustancias quimicas secretadas por animales que desencadenaban respuestas
estereotipadas en sus congéneres se realizaron en insectos. Basandose en estos estudios,
Karlson & Luscher (1959) acufaron el término feromona para describir estos
mensajeros quimicos intra-especificos (Karlson & Butenandt, 1959). Segin su
definicién “las feromonas son substancias que son segregadas al exterior de un
individuo y recibidas por un segundo individuo de la misma especie, en el que
desencadenan una reaccion especifica, como por ejemplo, un comportamiento concreto
o el inicio de un proceso del desarrollo”. Pocos afios después se observo que en
mamiferos también existian respuestas neuroendocrinas desencadenadas por sustancias
de tipo feromonal (Bruce, 1960; Dominic, 1965, 1966; Bronson & Whitten, 1968), si
bien la identidad quimica de las mismas qued6 por determinar y aun hoy en dia no se
han identificado con seguridad (Doty, 2003).

Ademas de respuestas neuroendocrinas, las feromonas también median respuestas
comportamentales en los roedores. Asi, Stowers et al. (2002) demostraron que el

reconocimiento intraespecifico en ratones depende de moléculas presentes en la orina de
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los ratones que aportan informacion sobre el estado del animal. Cuando en una jaula
donde habia un raton macho se introducia un macho castrado, el primer macho ofrecia
un comportamiento de exploracion hacia al segundo, pero poco después pasaba a
ignorarlo. Por el contrario, si antes de introducir en la jaula al macho castrado éste era
impregnado con la orina de un macho intacto, el macho residente empezaba a atacarlo
desde su entrada en la jaula. Asi pues, la orina de macho desencadena en sus congéneres
un comportamiento agresivo.

En este contexto, nuestro grupo se propuso comprobar si la atraccion intersexual
en ratones era desencadenada por feromonas. Utilizando hembras que habian sido
criadas en ausencia de machos o de sus sefales quimicas en la habitacion, a las que
denominaremos quimicamente virgenes, se observd que disponiéndolas en un caja
dividida en dos compartimentos comunicados por una puerta, las hembras pasaban
mayor tiempo en el compartimiento donde habia substrato utilizado por machos que en
el que habia substrato utilizado por hembras (Moncho-Bogani et al., 2002). Esto sugiere
que hay alguna sustancia en el substrato utilizado por machos que resulta innatamente
atractiva para las hembras de raton y que constituiria, por tanto, una feromona sexual.
Esta respuesta comportamental tan solo ocurria si los animales tenian acceso directo,
con contacto, al substrato (Moncho-Bogani et al., 2002; 2005; Martinez-Ricos et al.,
2007). Si, por el contrario, se insertaba una plataforma agujereada que impedia el
contacto con la viruta ensuciada, pero permitia a los animales oler los volatiles que
emanaban de la misma, las hembras no preferian ninguno de los compartimentos,
pasando alrededor del 50% del tiempo de test en cada uno. Por lo tanto, la feromona
sexual masculina atractiva para las hembras es un compuesto no volatil (o con algin
componente no volatil critico), mientras que los olores (volatiles) del sustrato no son
innatamente atractivos para las hembras. Sin embargo, si las hembras no eran
quimicamente virgenes, sino que se les habia dado experiencia reiterada con substrato
ensuciado por machos, preferian los olores de macho (volatiles) a los de hembra o
macho castrado (Moncho-Bogani ef al., 2002; Martinez-Ric0s et al., 2008). Esto sugiere
que la experiencia con sustrato de macho promovia un aprendizaje mediante el cual el
valor atractivo de las feromonas sexuales se trasladaba a los olores asociados a ellas.

La atraccion por las feromonas sexuales no depende del estado hormonal de la
hembra, ya que se da por igual en hembras ovariectomizadas sin tratamiento y tratadas
con diferentes esteroides sexuales (estradiol, progesterona o ambos; Moncho-Bogani et

al., 2004).
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Todos estos datos sugerian que las feromonas sexuales masculinas eran
reforzantes para las hembras. Teniendo en cuenta que se trata de moléculas no volatiles
que, por lo tanto, no son detectadas hasta que el animal contacta con la fuente de las
mismas, la Unica posible explicacion para la aparente atraccidon que ejercen estas
moléculas sobre las hembras es que sean reforzantes. Por ello, Martinez-Ricos et al.
(2007) intentaron demostrar esta posibilidad comprobando si las feromonas masculinas
eran capaces de inducir preferencia condicionada por un lugar en el que eran
presentadas sistematicamente, es decir producir una preferencia condicionada de lugar,
un paradigma muy utilizado en el estudio de las propiedades reforzantes de estimulos
naturales o artificiales (Crowder y Hutto, 1992). Los resultados de este estudio
demostraron inequivocamente que la preferencia de las hembras por el sustrato
ensuciado por machos es un reflejo de las propiedades reforzantes de las feromonas que
este sustrato contiene. Asi pues, las feromonas sexuales constituyen un nuevo reforzante
natural que puede ser muy util para el estudio del refuerzo, ya que se trata de un
reforzante natural asociado al sexo y no a la homeostasis del animal.

La mayor parte de los vertebrados, incluyendo los roedores, poseen dos 6rganos
nasales capaces de detectar sefiales quimicas del exterior, el epitelio olfativo y el 6rgano
vomeronasal (VNO; Halpern & Martinez-Marcos, 2003). EI VNO esta situado en una
cavidad del hueso vomer, entre la cavidad craneal y la nasal, y presenta un epitelio
pseudoestratificado de neuronas sensoriales que expresan un tipo especifico de
receptores diferentes de los olfativos (los receptores vomeronasales; Dulac & Axel,
1998; Belluscio et al., 1999). Los axones de las neuronas vomeronasales proyectan al
bulbo olfativo accesorio, cuyas neuronas mitrales originan una via vomeronasal
secundaria que acaba en diversos centros de la amigdala (que constituyen por ello la
amigdala vomeronasal) (Scalia & Winans, 1975).

El caracter no volatil de las feromonas sexuales masculinas reforzantes sugiere
que éstas no son detectadas por el epitelio olfativo sino por el VNO (Wysocki et al.,
1980). Este extremo ha sido demostrado recientemente por Martinez-Ricés et al. (2008)
al observar que las lesiones del bulbo olfativo accesorio en hembras de raton
quimicamente virgenes elimina su preferencia por viruta ensuciada por machos.

Asi pues, las feromonas sexuales constituyen un estimulo quimico relacionado con
el sexo, reforzante para las hembras de raton de manera innata y detectado por el érgano

vomeronasal. Estas caracteristicas hacen de las feromonas sexuales un estimulo ideal
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para contrastar las actuales hipotesis del refuerzo y comprobar si son generalizables o

solo aplicables a los reforzantes homeostasicos.

4. Objetivos y estructura

Por tanto, nos planteamos como objetivos de esta tesis la comparacion del papel
que juega la DA en el refuerzo inducido por dos estimulos naturales diferentes. Por un
lado un reforzante ampliamente utilizado en estudios previos, como es la sacarosa. Por
otro, un estimulo natural hasta ahora escasamente utilizado en neurobiologia del
comportamiento, las feromonas sexuales.

Para nuestros estudios hemos decidido usar como especie experimental el raton.
De hecho los ratones son cada vez mas empleados como sujetos experimentales para el
analisis de las bases cerebrales del comportamiento, fundamentalmente por la sencillez
de su mantenimiento y cria y porque se ha convertido en un modelo para la
modificacion genética (transgénesis), especialmente desde que se secuencid su genoma
(Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002). Por estas razones, nuestro grupo viene
usando el raton de la cepa CD1 como modelo experimental para el estudio del refuerzo
inducido por feromonas sexuales y su sustrato neurobioldgico, y tiene sentido continuar
nuestros estudios con este animal en el que el nuevo modelo de refuerzo esta mejor
caracterizado.

En cualquier caso, la comprension del papel de las vias DAérgicas en el refuerzo
pasa por un conocimiento detallado de la organizacién de estas vias y de sus conexiones
aferentes. Sin embargo, los estudios anatomicos a este respecto se restringen a dos
trabajos en ratas (Phillipson, 1979; Geisler & Zahm, 2005). Por ello, los dos primeros
capitulos de esta tesis constituyen estudios anatomicos detallados de los sistemas
DA¢érgicos del raton. En el Capitulo I realizamos una descripcion de la distribucion de
las células y fibras dopaminérgicas en el encéfalo del ratobn marcadas mediante la
deteccién inumnohistoquimica de dos enzimas asociados a la dopamina, la hidroxilasa
de tirosina (TH) y el transportador de dopamina (DAT), puesto que los datos publicados
a este respecto son notablemente incompletos (véase la Introduccion del Capitulo I). En
el Capitulo II estudiamos las conexiones de la VTA mediante inyecciones de
trazadores neuroanatomicos en el tegmento y en algunos de sus nucleos aferentes y
eferentes. Estos capitulos nos han permitido identificar y caracterizar en el ratéon la

espiral tegmento-estriado-tegmental que describieron por primera vez en monos Haber
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et al (2000), y postular hipdtesis acerca del papel de los distintos componentes de la
misma en el refuerzo.

Los siguientes capitulos estdn dedicados a estudiar el efecto de alteraciones
experimentales de la via tegmento-estriatal, mediante lesiones especificas DAérgicas,
sobre comportamientos apetitivos relacionados con la obtenciéon de una solucion
azucarada y de feromonas sexuales. En el Capitulo III analizamos el efecto de lesiones
subtotales de las neuronas DAérgicas de la VTA sobre el consumo preferente de
sacarosa (frente a agua) a largo plazo y sobre la exploracion preferente de viruta
ensuciada por macho en fests en que se enfrenta este estimulo con viruta limpia.

Por ultimo, en el Capitulo IV estudiamos el efecto de la denervacion DAérgica de
un centro clave de la espiral tegmento-estriado-tegmental, el cortex medial, shell medial
en la terminologia anglosajona, del nicleo accumbens, en la dinamica de la adquisicion
de los dos estimulos reforzantes mencionados durante los primeros minutos en animales
sin ninguna experiencia previa con los mismos. Los resultados de estos experimentos
nos permiten entender mejor los importantes fendmenos de aprendizaje que ocurren en
esta primera experiencia y su modulacion por la dopamina.

Globalmente, nuestros resultados sugieren que los distintos estimulos reforzantes
poseen sustratos anatomicos y neuroquimicos en los que la dopamina juega un papel
claramente diferente. En cualquier caso, nuestros resultados apoyan los datos
acumulados en los ultimos afios en el sentido de que la activacion de la via DAérgica
tegmento-estriatal no es el fenomeno causal de la hedonia de los estimulos reforzantes,

sea cual sea su naturaleza y el sistema sensorial que los detecte.
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Capitulo I:
Organizacion anatomica de los sistemas
dopaminérgicos en el cerebro del raton.







Introduccion

La dopamina (DA) es una catecolamina (compuestos orgdnicos que contienen un
anillo bencénico con dos grupos hidroxilo adyacentes y opuestos a un grupo etilamina),
y como tal pertenece a la familia de las monoaminas (Fig 1.1). La DA tiene una funcién
como hormona y como neurotransmisor. Su papel central fue descubierto en 1952 por
Arvid Carlsson (Carlsson, 1959; véase las revisiones de Benes, 2001; Marsden, 2006),
quien demostré que no era exclusivamente un precursor de la norepinefrina y la
epinefrina, ya que la concentracion de estas catecolaminas y de la dopamina variaba de
forma no correlacionada en distintas partes del cerebro (Carlsson, 1959), siendo la DA
especialmente abundante en el estriado. La dopamina debe su nombre a su precursor, la

3,4-dihidroxifenilalanina, o abreviado L-DOPA.

Primeros estudios de caracterizacion de los grupos celulares aminérgicos

Entre los afios 1950-70 se desarrollaron las técnicas necesarias para la deteccion
histoquimica de las catecolaminas. A principios de los afios 50, Erdnkd descubrid que
secciones de medula adrenal de roedores mostraban fluorescencia tras fijarlas con
formaldehido (Erdnko, 1955). Esta técnica mejorada por Falck ef al. (1962), permitio
cartografiar la distribucion de catecolaminas en el sistema nervioso central. En un
primer momento se describieron 12 grupos catecolaminérgicos, que no coincidian
plenamente con las agrupaciones neuronales descritas previamente, por lo que se
etiquetaron cémo los grupos Al al A12, de caudal a rostral (Dahlstrom & Fuxe, 1964).

A principios de la década de los 80, la identificacion y purificacion de los enzimas
que catalizaban la sintesis de las catecolaminas permitié obtener antisueros especificos
contra estos enzimas y contra las propias catecolaminas lo que permitié la deteccion
inmunohistoquimica de las neuronas catecolaminérgicas. Mediante la deteccion
especifica de cada uno de los diferentes enzimas de la ruta de sintesis (Fig 1.1) se podia
establecer cuando finalizaba esta ruta biosintética en cada grupo celular en particular, y
por lo tanto discriminar las células DAérgicas de las adrenérgicas y noradrenérgicas.

La utilizacion de estas técnicas reveld una cantidad de células y de inervacion
catecolaminérgica mucho mayor que la descrita anteriormente. Se ampli6 el numero de
grupos catecolaminérgicos hasta el A17 (Bjorklund & Lindvall, 1984; Hokfel et al.,
1984), incluyendo varios grupos en el hipotalamo, el bulbo olfativo y la retina. Ademas

aparecieron algunos grupos de neuronas cuyo perfil de inmunoreactividad era dificil de
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explicar, ya que la cadena de sintesis acababa
con la L-DOPA (Smeets & Steinbusch, 1990) o

eran reactivas para la DA o noradrenalina pero

COOH

|
C—C—NH,
TIROSINA

OH

O

TIROSINA HIDROXILASA (TH)

(f:OOH

. . . . . C—C—NH
no para la hidroxilasa de tirosina (tyrosine L-DOPA :
OH
hydroxylase, TH) (Smeets & Gonzalez, 1990), OH
AMINOACIDOS AROMATICOS
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: L4 DOPAMINA
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encontraron en el mesencéfalo y determinados

o
T

DOPAMINA B-DESCARBOXILASA
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describieron 3 grupos (A8-A10), entre los que Ob FENILETANOLAMINA N-
METILTRANSFERASA (PNMT)
habia cierta continuidad. Los grupos A9 y A10 T
C—C—NH
se situaban, grosso modo, en la substantia nigra AR, Q Iy
OH 3
(SN) y el drea ventral tegmental (VTA) or

Figura 1.1. Esquema de la cadena de
sintesis de las catecolaminas y los
enzimas implicados.

respectivamente. Estos dos nucleos (VTA y SN)

no fueron considerados como entidades

separadas en el cerebro humano (en un primer momento), pero si en animales en los que
la SN estaba menos desarrollada. Asi, ya en 1925 Tsai identificé una estructura medial
en el tegmento de la zarigiieya (Tsai, 1925), bien diferenciada de la SN, a la que
denomind nucleo ventral tegmental (nucleus ventralis tegmenti). Sin embargo, esta
misma estructura fue llamada nucleo del pedinculo mamilar por Papez (1932) en el
estudio del encéfalo del armadillo.

De estas dos alternativas, la nomenclatura mas utilizada para la descripcion de la
region mesencefalica en otras especies de mamiferos fue la de Tsai, pero a partir de
1958 se convirtio casi en la exclusiva cuando Nauta (1958) acuii6, en su descripcion del
mesencéfalo de gato, el término area tegmental ventral de Tsai para referirse a este
grupo celular. El empleo de la palabra “4rea” en lugar de “ntcleo” se justificaba en
funcion de la heterogeneidad citoarquitectonica de la region, asi como por la falta de
limites claros y bien definidos con las estructuras que la rodean. Ademas, en €ste y en
otros estudios, Nauta (1956, 1958, 1960) describié que ciertas estructuras limbicas
proyectan a territorios del tegmento que incluyen la VTA pero no la SN, lo que reforzéd
la idea que la VTA era una estructura diferente, anatomica y funcionalmente, de la SN.

La complejidad arquitectonica del tegmento y la confusion terminologica provoco

que durante un tiempo algunos autores consideraran que VTA era sinéonimo del grupo
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A10 (Dahlstrom & Fuxe, 1964; Fallon & Moore, 1978; Moore & Bloom, 1978) y por
tanto incluyeran en la VTA las células DAérgicas de la linea media del mesencéfalo. La
inclusion de ntcleos de la linea media que contenian algunas neuronas DAérgicas
significaba que la VTA contenia el nicleo interfascicular (IF), el ntcleo linear rostral
(RLi) y el nticleo lineal central (CeLi) del rafe (Oades & Halliday, 1987). Sin embargo,
Swanson (1982) considerando otras evidencias citoarquitectonicas excluyd estos
nucleos en la definicion de la VTA.

Pocos afios después, Hokfelt (1984) mediante inmunofluorescencia, describio
neuronas DAérgicas localizadas en el nucleo supramamilar (SuM), la habenula medial
(MHDb), el nticleo dorsal del rafe (DR) y el area gris periacueductal (PAG), y las incluy6

en el grupo A10, ampliandolo asi considerablemente.

Conocimiento actual sobre la organizacion de los sistemas dopaminérgicos.

La mayoria de estudios y descripciones de los sistemas DAérgicos cerebrales se
han realizado en rata (Dahlstrom & Fuxe, 1964; Lindvall & Bjorklund, 1974; Fallon &
Moore, 1978, Hokfelt et al., 1984; Ciliax et al., 1995; Harris & Nestler, 1996; Mitsuma
et al., 1998), si bien hay algunos estudios en otros mamiferos como primates
(incluyendo humanos; Nobin & Bjorklund, 1973; Pickel et al., 1980; Pearson et al.,
1983; Gaspar et al., 1992) y gatos (Rodrigo et al., 1998; Kitahama et al., 2007).
Ademas existen estudios en diversos vertebrados no mamiferos (Smeets & Reiner,
1994). Todos estos estudios indican que los sistemas DAérgicos han sufrido una
evolucion muy conservada, lo que sugiere que desempenan una funcion basica en el
cerebro de los vertebrados tetrapodos. De hecho, la deplecion del input DAérgico al
estriado provoca alteraciones motoras en todos los tetrdpodos estudiados (Greenberg et
al., 1988; Reiner, 1994; Cousins & Salamone, 1996). Pero ademas de esta implicacion
en el control motor, los sistemas DAérgicos cerebrales participan de manera muy
relevante en procesos cognitivos (Robbins, 2005) y motivacionales (Di Chiara, 2005).
No es de extrafiar, por tanto, que el interés por entender la organizacion y la funcion del
sistema dopaminérgico contintie siendo un objetivo de primer orden 50 afios después del
descubrimiento de la dopamina como neurotransmisor (Bjorklund & Dunnett, 2007).

Ademas, se ha relacionado la inervacion DAérgica telencefalica y sus alteraciones
con diversas patologias neuroldgicas y psiquiatricas. Asi, se ha relacionado la alteracion
de los niveles de DA en el telencéfalo con la depresion (Kapur & Mann, 1992; Dailly et
al., 2004; Nestler & Carlezon, 2005; Maéllo et al., 2007), la ansiedad (Espejo, 1997;
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Millo et al., 2006), la esquizofrenia (Koh et al., 2003; Iversen & Iversen, 2007;
Meisenzahl et al., 2007; Toda & Abi-Darghan, 2007), el sindrome de déficit de atencion
con hiperactividad (Iversen & Iversen, 2007), el sindrome de Tourette (Tarnok et al..,
2007; Yeh et al.., 2007; Yoon et al., 2007), la enfermedad de Parkinson (Parkinson,
1817; Chinta & Andersen, 2006; Iversen & Iversen, 2007) y evidentemente con las
adicciones (Koob & Le Moal, 1997; Bonci et al., 2003; diChiara et al., 2004; Hyman,
2005; Alcaro et al., 2007; Koob & Le Moal, 2008).

El raton como modelo experimental para el estudio de las enfermedades
derivadas de alteraciones en el sistema dopaminérgico

La posibilidad de generar ratones modificados genéticamente con alteraciones de
la trasmisiéon dopaminérgica ha provocado que el ratébn se haya convertido en los
ultimos afos en la especie mas utilizada como modelo experimental para el estudio de
las patologias neuroldgicas y psiquidtricas citadas anteriormente (Takao et al., 2007),
modelo en el que ademads se inicia la prueba de farmacos destinados al tratamiento de
estas enfermedades (Swerdlow & Geyer, 1998; Olincy & Stevens, 2007; Gainetdinov,
2008). De hecho, se han llevado a cabo estudios tanto con animales
hiperdopaminérgicos, en los que las neuronas DAérgicas no podian recaptar la DA del
espacio sinaptico (Knock- down para el transportador de dopamina, DAT; Pecina et al.,
2003), cémo en animales que carecen de DA (Knock-out para la hidroxilasa de tirosina;
Cannon & Palmiter, 2003; Cannon & Bseikri, 2004). Estos tltimos animales son mas
problematicos ya que al no tener TH no pueden sintetizar ninguna catecolamina, y
necesitan inyecciones diarias de L-DOPA para su supervivencia, y el uso de algin
estimulante (cafeina) para poder desarrollar un comportamiento motor normal. Ademas,
se han estudiado los animales modificados genéticamente para eliminar cada uno de los
cinco tipos de receptores de dopamina (Horne ef al., 2005).

A pesar de esta abundancia de estudios sobre la funcion de los sistemas DAérgicos
en ratones transgénicos, se desconoce parcialmente la organizacion anatdmica de estos
sistemas en el raton (Bentivoglio & Morelli, 2005). Los estudios anatdmicos en el raton
se restringen a descripciones parciales de centros DAérgicos concretos (Ruggiero et al.,
1984 — hipotalamo; Zeiss, 2005 — tegmentum) o a estudios de detalles muy especificos
en los que se buscan diferencias entre distintas cepas (Ross et al., 1976; Zaborsky &

Vadasz, 2001; D’Este et al., 2007).
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Por ello, como paso previo para abordar el estudio del papel de los sistemas
dopaminérgicos en el refuerzo mediado por sustancias quimicas, hemos realizado una
descripcion exhaustiva tanto de los grupos de neuronas DAérgicas del encéfalo de raton,
revisando sus limites y los nucleos que los incluyen, como de la innervacion
dopaminérgica del telencéfalo. Para ello hemos utilizado 1la deteccion
inmunohistoquimica de la TH, con el fin de contrastar la distribucion de las neuronas
TH-positivas en el raton con los datos obtenidos en rata, asi como en otras especies, y
hemos completado el estudio con la caracterizacion inmunohistoquimica del
transportador de dopamina (DAT), que es un marcador especifico de los grupos
dopaminérgicos mesencefalicos (Lorang et al.; 1994; Ciliax et al., 1995; Jansson et al.,

1999).

A8 Area retrorubra (RRF)

A9 Substantia nigra (SN). Presenta continuidad con

A10. Tegmento mesencefalico

A10 | Area ventral tegmental (AVT); incluye neuronas
en el area gris periacueductal (PAG)

A1l | Nucleo subparafascicular talamico, y alrededor
del tracto mamilo-taldmico

A12 | Nucleo arqueado del hipotalamo

Al3 | Zona incerta y el nlicleo paraventricular
posterior Hipotalamo

Al4 | Compartimento periventricular del hipotalamo
anterior y preoptico

A15 | Nucleo anterodorsal predptico y nucleo
supraoptico

Al6 Bulbo olfativo Telencéfalo

Tabla 1.1. Tabla con la ubicaciéon de los grupos dopaminérgicos cldsicos que se encuentran en el
mesencéfalo, diencéfalo y telencéfalo.
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Material y Métodas

Material vy métodos

Animales de experimentacion

El presente estudio se realizo utilizando hembras de raton (n = 10) de la cepa CD-
1 (Harlan, Barcelona, Espafa) que fueron tratadas de acuerdo con las directrices EEC de
las Directivas del Consejo de la Comunidad Europea del 24 de Noviembre de 1986
(86/609/EEC).

Deteccion inmunohistoquimica del DAT y la TH

Los ratones fueron anestesiados con una sobredosis de pentobarbital sodico (0.14
g/Kg) y perfundidos intracardialmente con tampdn fosfato salino (0.9% NaCl) seguido
de formaldehido 4% en tampon fosfato 0.1 M (pH 7.4). Algunos animales (n = 4) se
perfundieron con formaldehido (4%) y gluteraldehido (1%).

Se extrajeron los cerebros y se post-fijaron durante 4 h en el mismo fijador a 4 °C,
y se guardaron en sacarosa al 30% hasta que se hundieron. Usando un microtomo de
congelacion, obtuvimos secciones coronales de 40 um de espesor en cinco series
paralelas. En 2 casos se realizaron secciones sagitales. Para la localizacion de ambos
marcadores de células dopaminérgicas utilizamos la inmunohistoquimica indirecta de la
avidina-biotina peroxidasa. Para ello, en primer lugar inhibimos las peroxidasas
enddgenas, mediante la incubacidn de las secciones durante 30 minutos en una solucién
al 1% de H202 en tampo6n TRIS salino (TBS; 0.05M pH 7.6) a temperatura ambiente.
Después las secciones se incubaron en el anticuerpo primario (anticuerpo monoclonal
de rata anti-DAT, Chemicon International, Ternecula, CA; anticuerpo monoclonal de
raton anti-TH, Sigma Chemical Company, St Louis, MO) diluidos (1:2000 para el DAT;
1:5000 para la TH) en TBS con Triton X-100 (0.3%) y suero normal de conejo (1%)
durante toda la noche 4°C. Tras lavar las secciones con TBS las incubamos con el
correspondiente anticuerpo secundario (IgG de conejo anti-rata diluidas 1:200,
Chemicon International, para el DAT; IgG de caballo anti-ratén diluidas 1:200, Vector
Labs., para la TH). Ambos anticuerpos secundarios se utilizaron conjugados con biotina
y diluidos en TBS-Tx en 1% suero normal de conejo, durante dos horas a temperatura
ambiente. Se volvio a lavar las secciones y se incubaron en el complejo peroxidasa-
avidina-biotina (ABC Elite kit; Vector Laboratorios, Burlingame, CA) en TBS con
Triton X-100 (0.3%) durante dos horas a temperatura ambiente. La actividad peroxidasa

resultante se reveld con diaminobencidina (DAB) como cromdgeno (0.04 % en 0.05 M



Capitule 1

tampon Tris, pH 8.0), las series anti-DAT se suplementaron con sal de niquel (0.4 % de
sulfato de amonio y niquel) para intensificar la reaccion. Las secciones se bafiaron en
gelatina a 38°C (diluida en tampon TRIS) y se montaron en portaobjetos limpios.

Ademas en algunas series, para eliminar el ruido de fondo causado al utilizar
anticuerpos monoclonales de raton sobre tejido de la misma especie, se siguid el
protocolo del kit MOM (Mouse On Mouse, Vector). Sin embargo, este protocolo
comercial no rindié mejores resultados que la adicion de 1% de glutaraldehido al fijador
utilizado en la perfusion.

Como control se realizaron series paralelas omitiendo el anticuerpo primario, para
asegurarnos que la marca que observamos es especifica. En estos experimentos control
encontramos células reactivas en algunas partes del neuroepitelio del acueducto y del
tercer ventriculo. Esta reactividad no se ha descrito con los resultados, dado que no se
debe a la especificidad del anticuerpo. Algunas series, después de estar montadas en
portaobjetos, fueron tefiidas con azul de toluidina (2%) para la observacion de los
detalles citoarquitectonicos. Después de unos minutos en el azul de toluidina, los cortes
fueron lavados y transferidos a alcohol acético (0.2%), a continuacion fueron
deshidratados en una serie creciente de alcoholes, aclarados en xileno y cubiertos con

Permount (Fisher).

Analisis de los resultados

De las preparaciones se obtuvieron fotografias digitales con un microscopio Leitz
DMRB acoplado a una camara digital Leica DC 300 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany). Para la confeccion de laminas con aspecto homogéneo, se importaron las
imagenes con Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems, Mountain View, CA) y se les

ajusto el brillo y el contraste de las imagenes originales.



Resultades

Resultados

Nuestros datos indican la existencia de neuronas inmunoreactivas para TH (TH-ir)
en grupos celulares relativamente compactos equivalentes a los grupos aminérgicos
descritos en otras especies, desde niveles pontino-mesencefalico (A8-A10) hasta el
bulbo olfativo (A16; no hemos estudiado la retina, A17) (Figs. 1.2.A y 1.3.A). Sin
embargo, tan solo son reactivos para el DAT los grupos A8, A9 y A10 (Figs. 1.2.B y
1.3.B). En las figuras 1.2. y 1.3. se muestran cortes sagitales del cerebro de raton en los
que podemos ver la ordenacion caudo-rostral de los grupos aminérgicos y de los campos
de fibras terminales mas importantes.

Ademas, nuestras preparaciones muestran poblaciones dispersas de neuronas TH-
ir situadas entre los grupos aminérgicos clésicos, de forma que aparentemente existe
continuidad entre los mismos. Esto podemos observarlo tanto en los cortes sagitales
como en los frontales. Finalmente, en algunos centros prosencefalicos existen neuronas

TH-ir que no coinciden con ninguno de los grupos aminérgicos descritos previamente.
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Figura 1.3. Reconstruccion a partir de fotomicrografias digitales de secciones sagitales del cerebro de
raton a un nivel lateral de 0.84 mm desde la linea media. A y C muestran la inmunohistoquimica para
la tirosina hidroxilasa (TH). B muestra la inmunohistoquimica para el transportador de la dopamina
(DAT). En A y B observamos los grupos aminergicos mesencefalicos A8 (campo retrorrubro, RRF) y
A9 (SN) asi como los campos de terminacion estriatales. En A ademas observamos el locus coeruleus
ya que es noradrenérgico. Por tanto sus células contienen TH, pero no DAT al no ser DAérgico. Al LC
también se le denomina A6. Barra de calibracion (Bc) A: 1 mm.

Izquierda Figura 1.2. Reconstruccion a partir de fotomicrografias digitales de secciones sagitales del
cerebro de raton a un nivel lateral de 0.12 mm desde la linca media. A y C muestran la
inmunohistoquimica para la tirosina hidroxilasa (TH). B muestra la inmunohistoquimica para el
transportador de la dopamina (DAT). En C se observan en detalle el grupo A10 y los grupos
hipotalamicos A11-15 asi como la continuidad entre ellos. Barra de calibracion (Bc) Ay C: 1 mm.
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1. Distribucion de células inmunoreactivas para TH y DAT en el mesencéfalo y

prosencéfalo del raton
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Figura 1.4. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del cerebro de raton a un nivel
antero-posterior de -4.16 mm desde Bregma. A, C y E muestran la inmunohistoquimica para la
tirosina hidroxilasa (TH). B, D, F, G y H muestran la inmunohistoquimica para el transportador de la
dopamina (DAT). En A y B vemos el grupo aminérgico mesencefalico A8 correspondiente al campo
retrorrubro (RRF). BcA: 1 mm. B: 100 um. En C y D vemos la diferencia de reactividad para ambas
inmuhistoquimicas en el nicleo del rafe dorsal (DR) Bc: 100 um. En E y F vemos la reactividad del
nucleo del rafe medial para ambas inmunohistoquimicas Be: 100 um. En G y H vemos los campos
terminales de fibras en la corteza entorrinal medial (MEnt) y ectorrinal (Ect) respectivamente. Bc:
100 pm.
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Figura 1.5. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del cerebro de raton a nivel
mesencefalico (Bregma:-2.92 mm) . A, B y D muestran, mediante la inmunohistoquimica para la
tirosina hidroxilasa (TH), los grupos aminérgicos mesencefalicos A9 (substantia nigra) y A10 (area
ventral tegmental), asi como las células marcadas en el area gris periacueductal (detalle en B). C y E
muestran, a efectos de comparacion, la inervaciéon dopaminérgica de estas mismas estructuras
reveladas mediante la inmunohistoquimica para el transportador de la dopamina (DAT). Be: A: 1 mm.
Dy E: 200 um. By C: 100 pum

A niveles mesencefalicos (Fig. 1.4) el grupo A8 estda compuesto por células
situadas en el area retrorrubra (RRF) y en zonas adyacentes del nucleo profundo del
mesencéfalo (DpMe) y del nticleo tegmental pedunculopontino (PPTg) rostral. En esta
localizacién se observan células inmunoreactivas para ambos marcadores (TH-ir y
DAT-ir) (Fig 1.4A-B). A niveles anteriores, el grupo A8 muestra limites difusos con el
A9, localizado en la substantia nigra (sobre todo en sus divisiones compacta y lateral)
que igualmente presenta neuronas TH-ir y DAT-ir. Medial al grupo A9 se localiza el
A10 (Fig. 1.5A, D-E) que esta formado por las células TH-ir y DAT-ir del VTA.
Ademas, en el limite pontino-mesencefalico, el rafe dorsal (DR) muestra numerosas
neuronas TH-ir y unas pocas neuronas DAT-ir (Fig. 1.4C-D). Este patron de
inmunoreactividad se extiende rostralmente en la substancia gris periacueductal (PAG)
ventral (Figs. 1.5B-C y 1.6B-C). Desde esta poblacion periacueductal, un pequefio
grupo de células con un patron de inmunoreactividad similar se extiende ventralmente

por la linea media, entre los nucleos de Edinger-Westphal (EW) y a través de la division
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Figura 1.6. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del cerebro de raton a un nivel
antero-posterior de -2.54 mm desde Bregma. A, B y D muestran la inmunohistoquimica para la tirosina
hidroxilasa (TH). C, E y F muestran la inmunohistoquimica para el transportador de la dopamina
(DAT). En B y C vemos las neuronas TH-ir y DAT-ir respectivamente del grupo aminergico A10 en el
area gris periacueductal (PAG). En D y E vemos la diferencia de reactividad para ambas
inmunohistoquimicas en la amigdala caudal y el campo de terminaciéon axonal en la amigdala
basolateral posterior (BLP), que se muestra en detalle en F. Bc: A: 1 mm. B y C: 100 um. D y E: 400
pm. F: 100 pm.

rostral del nucleo linear del rafe (RLi) hasta la VTA anterior. La poblacion
periacueductal de células TH-ir (parte de las cuales son DAT-ir), se puede seguir
rostralmente hasta niveles claramente diencefalicos, en donde se observan células TH-ir
y DAT-ir entre ambos fasciculos retroflejos (fr) (Fig 1.6A-C).

Con esta excepcion, en el prosencéfalo no encontramos neuronas claramente
inmunorreactivas para DAT, si bien se observan numerosas agrupaciones de células
TH-ir, que coincidian a grandes rasgos con la descripcion clasica de los grupos
aminérgicos del prosencéfalo. Asi, el grupo de neuronas TH-ir del PAG se extiende
hacia el tdlamo posterior, en donde se observa un pequeio grupo de neuronas TH-ir a
nivel del ntcleo subparafascicular talamico (SPF) y, mas rostralmente, alrededor del
tracto mamilo-talamico. Esta poblacion celular debe constituir el grupo All del raton
(Fig. 1.7B)

El grupo A12 queda bien delimitado en el nucleo arqueado del hipotalamo (Arc)
que es claramente TH-ir Fig. 1.8A, C-D). Sin embargo, con la inmunohistoquimica del
DAT utilizando tiempos de reaccidon largos se pueden intuir los perfiles de algunos

somas (ver Fig. 1.8 D). Llama también la atencion la fuerte reaccion TH y DAT en la
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Figura 1.7. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del cerebro de raton a un nivel
antero-posterior de -2.06 mm desde Bregma. A, B y C muestran la inmunohistoquimica para la tirosina
hidroxilasa (TH). D muestra la inmunohistoquimica para el transportador de la dopamina (DAT). En B
y C vemos las neuronas TH-ir respectivamente del grupo aminergico All y las neuronas TH-ir del
hipotalamo periventricular. En D vemos la inervacion dopaminérgica en la amigdala. Bc: A: 1 mm. By
C: 100 pm. D: 500 pm.

eminencia media (ME, Fig. 1.8A, C-D). El grupo A13 est4d formado por una poblacion
compacta de células TH-ir situada entre la zona incerta (ZI) y el nucleo paraventricular
posterior (PaPo; Fig. 1.8E). Este grupo parece mostrar continuidad con el Al1, a través
de una poblacion mas dispersa de células TH-ir localizadas en el nicleo reuniens ventral
(VRe) e inmediatamente ventrales al tracto mamilotalamico (mf) y con el A12 mediante
un grupo de neuronas dispersa en el nicleo hipotalamico periventricular (Pe, Fig. 1.9B).
El grupo aminérgico 14 del raton (A14) esta formado por células TH-ir situadas en el
compartimento periventricular del hipotdlamo anterior y preoptico. Estas células se
agrupan mayoritariamente en la subdivision ventral (PaV) y anterior del nucleo
paraventricular (PaAP) (Fig. 1.11A, B, en los nucleos periventriculares anterior y
preoptico y en la zona subparaventricular (SPa). Como en los casos anteriores, este
grupo celular incluye células dispersas adyacentes, como las situadas en el nucleo
anterior hipotaldmico (AH), en el area predptica medial (MPA) y, a niveles mas

anteriores, en el nucleo comisural anterior (AC). También se observan células del A14
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Figura 1.8. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del cerebro de ratéon a un nivel
antero-posterior de -1.58 mm desde Bregma. A, B, y E muestran la inmunohistoquimica para la
tirosina hidroxilasa (TH). D muestran la inmunohistoquimica para el transportador de la dopamina
(DAT). En A vision general. En B vemos la inervacion TH-ir del CPu. En C y D vemos el grupo
aminergico Al2 y la diferencia de reactividad para ambas inmuhistoquimicas en el Arc y la
eminencia media. . En E vemos el grupo A13 correspondiente a la zona incerta y PaPo. Be: A: 1 mm.
B: 500 um. C y D: 100 pm. E: 100 pm.

desplazadas lateralmente en el area hipotaldmica anterolateral (LA, Fig. 1.11B),
inmediatamente laterales al nticleo supraquiasmatico (SCh).

El altimo grupo aminérgico hipotaldmico cléasico es el grupo A15, formado por
neuronas TH-ir adyacentes al grupo Al4 pero situadas mas lateralmente, en los
compartimentos medial y lateral del hipotdlamo predptico y anterior. El nucleo A15 se
suele subdividir en dos porciones, dorsal (A15d) y ventral (A15v) respectivamente. El
A15d se identifica con relativa facilidad en nuestras preparaciones como un grupo mas
0 menos compacto situado bajo la comisura anterior, en y alrededor del nucleo
anterodorsal predptico (ADP; Tillet, 1994) (Fig 1.12 A, C). El A15v se describe en la
bibliografia de rata (van Vulpen et al., 1999) y ratén (Tillet, 1994), como un grupo de
células TH-ir localizadas en las inmediaciones del nucleo supradptico (SO). En nuestro
material esta regiébn apenas presenta neuronas inmunoreactivas que, ademas, aparecen

poco marcadas (Fig. 1.10B).




Figura 1.9. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del cerebro de ratéon a un nivel
antero-posterior de -1.22 mm desde Bregma. A y B muestran la inmunohistoquimica para la tirosina
hidroxilasa (TH). En A vision general. Notese la fuerte inervacion de la amigdala estriatal. En B
vemos la presencia de neuronas TH-ir en el Pe, haciendo de nexo entre los grupos A12 y A13. A: 1
mm. B: 100 um.

A esta descripcion conviene anadir un grupo celular que no suele describirse con
claridad en la literatura neuroanatomica, constituido por una poblacion mas bien
dispersa de células tenuemente inmunorreactivas para la TH situadas mayoritariamente
en el nicleo dorsomedial hipotalamico (DMH). Si bien este grupo puede parece una
extension caudal de las células del grupo A14 o una extension ventral del grupo Al3,
por su morfologia (células relativamente pequefias), localizacion en el compartimento
medial y caracteristicas tintoriales (menor intensidad de tincion con la
inmunohistoquimica de TH) este grupo neuronal es claramente diferenciable de los
grupos Al3 y Al4. Igualmente, otro grupo de células TH-ir no incluido en la
clasificacion tradicional es el situado en el nicleo supramamilar (SuM, Fig 1.5D). A
pesar de su cercania al grupo A10 (VTA), por su morfologia celular y su localizacion
caracteristicas estas células se suelen considerar un grupo separado del A10 (Ruggiero
etal., 1984).

Ya en el limite con los hemisferios cerebrales telencefalicos, se observan neuronas
tenuemente marcadas en el area preoptica lateral (LPO) y en el nucleo preodptico
magnocelular (MCPO, Fig. 1.11A, C). Igualmente algunos centros del telencéfalo
muestran poblaciones dispersas de células marcadas (TH-ir) como la division medial del
nucleo de la stria terminalis (BSTM), en sus subdivisiones anterior, posterior y ventral.
También observamos células TH-ir dispersas en otros lugares del telencéfalo como en la
corteza piriforme (Pir) anterior (Fig 1.17D), en donde se sitian mayoritariamente en la

capa plexiforme externa junto al tracto olfativo lateral. Aun mas rostralmente el nicleo
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olfativo anterior muestra una poblaciéon TH-ir de caracteristicas similares a las del Pir.
Ademas observamos algunas células inmunotefiidas dispersas en el tubérculo olfativo
(OT) lateral anterior, en donde se encuentran inmersas en el denso entramado de fibras

TH-ir (Fig 1.17C).

Figura 1.10. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del cerebro de raton a un nivel
antero-posterior de -0.94 mm desde Bregma. A, B, C y D muestran la inmunohistoquimica para la
tirosina hidroxilasa (TH). E muestran la inmunohistoquimica para el transportador de la dopamina
(DAT). En A vision general. Barra de calibracion (Bc) A: 1 mm. En B vemos la presencia de
neuronas TH-ir débilmente marcadas en el SO. Be: 100 pm. En C y D vemos la presencia de
neuronas TH-ir en el nicleo paraventricular hipotalamico (Pa) y en el hipotadlamo lateral, bajo el
fornix. Be: 100 pm. En E vemos los campos de terminacion axonal dopaminérgicos en la amigdala
cortical. Be: 100 pm.

Por ultimo, numerosas células periglomerulares del bulbo olfativo son claramente
TH-ir, y constituyen el grupo aminérgico 16 (A16). Ademas, encontramos unas pocas
neuronas TH-ir en el bulbo olfativo accesorio (AOB), pero su numero es muy bajo y no
llegan a delimitar los glomerulos. Como las células TH-ir del hipotadlamo, las células
periglomerulares no muestran DAT o lo hacen a un nivel apenas detectable
inmunohistoquimicamente. También encontramos alguna neurona TH-ir en la capa
plexiforme externa o muy cercana a la capa de células mitrales, en donde tampoco

aparecen células inmunorreactivas para el DAT (Fig. 1.18).
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Figura 1.11. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del cerebro de ratobn a un nivel
antero-posterior de -0.5 mm desde Bregma. A, B y C muestran la inmunohistoquimica para la tirosina
hidroxilasa (TH). D muestran la inmunohistoquimica para el transportador de la dopamina (DAT). En
A vision general. Barra de calibracion (Bc) A: 1 mm. En B vemos la presencia de neuronas TH-ir
alrededor del tercer ventriculo y en menor medida en el SCh y LH. Bc: 500 um. En C vemos la
presencia de neuronas TH-ir débilmente marcadas en el MCPO. Bc: 100 pm. En D vemos la
inervacion dopaminérgica densa del tubérculo olfatorio, junto a una inervacion notablemente mas débil
en la corteza piriforme ventral. Be: 500 pm.
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2. Distribucion de fibras inmunoreactivas para TH y DAT en los

hemisferios telencefalicos del raton

Figura 1.12. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del cerebro de raton al nivel de
Bregma. A, B y C muestran la inmunohistoquimica para la tirosina hidroxilasa (TH). En A vision
general. Barra de calibracion (Bc) A: | mm. En B vemos la presencia de fibras TH-ir en el BST,
abundante en sus subdivisiones laterodorsal y lateral yuxtacapsular, y moderada en la divisién
lateroposterior. Be: 100 um. En C vemos la presencia de neuronas TH-ir marcadas en el ADP. Bc:
100 pm.

En general, y contrariamente a lo que hemos visto con la inmunoreactividad en
somas, las fibras inmunoreactivas para la TH y DAT presentan una distribucion
practicamente idéntica en los hemisferios cerebrales del raton. Para la descripcion de las
mismas comenzaremos por las fibras inmuno-reactivas en estructuras corticales
(isocortex, cortex piriforme, hipocampo y bulbos olfativos), seguiremos con la
inervacion de centros subcorticales (septum, estriado y palido) y finalmente
describiremos la inmunoreactividad en la amigdala, de naturaleza mixta palio-subpalial,
incluida la amigdala extendida.

A nivel cortical, es el cortex medial del polo frontal el que mayor densidad de
fibras inmunoreactivas presenta. Aparentemente, las fibras dopaminérgicas alcanzan el
cortex medial ascendiendo desde el campo terminal del ntcleo septo-hipocampico por
delante de la rodilla del cuerpo calloso. En relacion con estas fibras, se observa un tracto
fibrilar que recorre medialmente (superficialmente) la taenia tecta dorsal (DTT)
entrando asi en la capa 1 del cortex frontal, en donde inerva las capas superficiales (capa
1 y, en mucha menor medida la capa 2-3) de las areas peduncular dorsal (DP), orbital
medial (MO), infralimbica (IL), prelimbica (PrL) y cingular primaria (Cgl). Otro grupo
de fibras reactivas ingresa en el cortex prefrontal medial a través de la DTT, pero lo

hace a través de sus capas profundas y del cingulo dando lugar a un campo terminal




Figura 1.13. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del cerebro de ratéon a un nivel
antero-posterior de 0.26 mm desde Bregma. A y D muestran la inmunohistoquimica para la tirosina
hidroxilasa (TH). B y C muestran la inmunohistoquimica para el transportador de la dopamina
(DAT). En A vision general. Barra de calibracion (Bc) A: 1 mm. En B vemos la presencia abundante
de fibras TH-ir en el LSI. Bc: 100 um. En C, detalle de las fibras organizadas alrededor de una
neurona inmunonegativa formando una terminacion en cesto. Bc: 50 um. En D vemos la presencia de
neuronas TH-ir marcadas en el hipotdlamo mas anterior. Be: 100 pm.

profundo en las areas DP, IL, PrL y Cgl. Desde este campo terminal profundo algunas
fibras ascienden hacia las capas superficiales, inervando las intermedias, en el IL, en el
cortex motor secundario (M2) y en menor medida en Cgl (Fig. 1.17A,B). Mas
caudalmente, se aprecian algunas fibras inmunoreactivas en la capa molecular del
indusium griseum pregenual (IG) y, més dorsalmente, en las dos areas del cortex
cingular, sobre todo en Cg2 (Fig. 1.14A,B). A estos niveles, la inervacion de Cg2 se
localiza sobre todo en las capas 1 y 3, aunque las restantes capas también muestran
fibras marcadas. Por su parte, M2 muestra una baja densidad de fibras localizadas sobre
todo en las capas infragranulares y en la capa molecular.

Igualmente, se observan campos terminales inmunoreactivos en areas corticales
temporo-parietales, a diversos niveles anteroposteriores. Asi, en todos los niveles
anteroposteriores del cortex insular se aprecian fibras inmunoreactivas, desde los
niveles frontales (que segin Paxinos y Franklin se corresponden con la corteza orbital
dorsolateral, DLO) hasta los mas caudales. Estas se concentran en el area insular
agranular (AIV y AID; incluyendo sus niveles posteriores, AIP) y, en menor medida, en
la disgranular (DI). En ambas areas, las fibras TH-ir y DAT-ir inervan preferentemente
las capas mas superficiales (incluidas la capa molecular y la capa celular 2-3) y la capa
6 (Fig. 1.14A,C,D). Es importante reseiar que el claustro presenta una inervaciéon mas
pobre en fibras inmunorreactivas. Por su parte, a niveles mas caudales, encontramos

fibras reactivas para TH y DAT las areas corticales ectorrinal (Ect, Fig. 1.4H) y
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Figura 1.14. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del cerebro de raton a un nivel
antero-posterior de 0.5 mm desde Bregma. A muestran la inmunohistoquimica para la tirosina
hidroxilasa (TH). B, C y D muestran la inmunohistoquimica para el transportador de la dopamina
(DAT). En A vision general. Barra de calibracion (Bc) A: 1 mm. En B vemos la presencia de fibras
TH-ir en las capas superficiales de Cg2. Bc: 100 um. En C y D vemos la presencia de fibras TH-ir en
las capas profundas y superficiales de Al. Bc: 100 pm.

entorrinal medial (MEnt, Fig. 1.4G) y lateral (LEnt), y, en menor medida en la corteza
perirrinal (PRh). En todas ellas, las fibras reactivas se concentran en las capas
profundas.

En el paleocortex, encontramos fibras inmunoreactivas que parecen extenderse
lateralmente desde el OT caudal hacia la amigdala cortical anterior y el cortex
piriforme. En ambas estructuras se observa un campo terminal moderadamente denso en
las capas I y III, con presencia de fibras también en la capa II. En la capa I del Pir la
mayoria de fibras inmunoreactivas se situan en la subcapa Ib. A niveles mas anteriores,
el campo terminal de la Pir se restringe a su zona mas ventral, adyacente al OT (Fig.
1.11D). Por su parte, las distintas divisiones del ntcleo endopiriforme (DEn, VEn)
presentan una baja densidad de fibras marcadas. A nivel del bulbo olfativo, encontramos

fibras intensamente inmunoreactivas para la TH en el interior de glomérulos, en clara




Figura 1.15. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del cerebro de ratén a un nivel
antero-posterior de 1.1 mm desde Bregma. A muestran la inmunohistoquimica para la tirosina
hidroxilasa (TH). B y C muestran la inmunohistoquimica para el transportador de la dopamina
(DAT). En A vision general. Barra de calibracion (Bc) A: 1 mm. En B vemos la presencia de fibras
TH-ir en el SHi. Be: 100 pm. En C vemos la inervacion de fibras TH-ir en el ICjM y el AcbShM. Be:
200 um.

asociacion con los somas inmunoreactivos periglomerulares (Fig. 1.18). Desde la capa
glomerular, algunas fibras TH-ir se extienden a la capa plexiforme externa. Por el
contrario, la inmunohistoquimica para DAT muestra una tincion de los glomérulos
tenue, que so6lo es apreciable cuando la reaccion inmunohistoquimica se alarga bastante

(Fig. 1.18B). Sorprendentemente, el hipocampo y las areas parahipocampales
apenas muestran fibras inmunoreactivas para TH y DAT.

La mayor concentracion de fibras TH- y DAT-ir del telencéfalo se encuentra en
los diversos territorios del estriado. Asi, el caudatus putamen (CPu) muestra una
elevada densidad, bastante homogénea, de fibras inmunoreactivas. Por su parte, el
estriado ventral también muestra una inervacion dopaminérgica destacable pero
heterogénea. En el area central del Acb (core en inglés, AcbC) la densidad de fibras

TH- y DAT-ir es bastante alta, similar a la del CPu, mientras que el area periférica del
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Acb (shell en inglés, AcbSh) muestra zonas con gran densidad de fibras dopaminérgicas
y otras de densidad claramente menor. En el limite entre el Acb y el septum destaca una

'mancha' (4rea de densa inmunoreactividad), que aparece ventralmente a niveles

anteriores (ver flecha en Fig. 1.16 A-D) y se desplaza hacia zonas mas dorsales a

n‘ _ v ' ;B E. T AL

Figura 1.16. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del Acb de raton a diferentes
niveles desde anterior a posterior. A-D, F, G muestran la inmunohistoquimica para el transportador
de la dopamina (DAT). E muestra una tincion de Nissl. En A-D vision general del Acb, con las
heterogeneidades del AcbSh, los ICj y los CB uniendo Acb y OT. Notése (indicado por una flecha)
el aumento de densidad de fibras DAT-ir encima del ICjM. Barra de calibracion (Bc) A-D: 1 mm.
En E vemos la citoarquitectura de un ICj. Bc: 100 pm. En F vemos la inervacion de fibras DAT-ir
en el ICj, sefialado por lineas discontinuas el estrato granular. Bc: 100 um. En G vemos la
inervacion de fibras DAT-ir en el VP y los CB que unen el OT y AcbSh. Be: 50 um.




Figura 1.17. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del telencéfalo de raton a un nivel
antero-posterior de 1.7 mm desde Bregma. A, C-E muestran la inmunohistoquimica para la tirosina
hidroxilasa (TH) . B muestra la inmunohistoquimica para el transportador de la dopamina (DAT). En
A vision general. Barra de calibracion (Bc) A: 1 mm. En B vemos la inervacion de fibras TH-ir en las
capas superficiales de Cgl y M2. Be: 100 um. En C vemos la inervacion de fibras TH-ir en el OT y
la presencia de neuronas TH-ir en el OT y Pir. Be: 100 pm. En D y E detalle de C. BC: 100 pm.

medida que se avanza en direccion posterior. Asi, a niveles intermedios ocupa una
posicion inmediatamente dorsal al islote de Calleja magno o mayor (ICjM) (Fig. 1.16 B
y C) y a niveles caudales alcanza, practicamente, el sulco ventral del ventriculo lateral
(Fig. 1.16 D). El AcbSh medial, en general, muestra una densidad relativamente
reducida de fibras reactivas, sobre todo a niveles caudales, mientras que en las partes
ventral y lateral del AcbSh la densidad es mayor y con ciertas heterogeneidades. Por el
contrario, los puentes celulares del estriado ventral (cell bridges en inglés, CB) y el
tubérculo olfativo (OT) muestran una inervacion dopaminérgica muy densa que, en el
caso del OT, se extiende en todos sus estratos (Fig. 1.16). Por ultimo, los islotes de
Calleja (ICj) muestran un patron de inervacion dopaminérgica peculiar, en el que el
estrato granular aparece con densidad relativamente menor de fibras mientras que la
cara externa y, sobre todo, la cavidad interna de los ICj (la cara medial del ICjM) parece
presentar una inervacion especialmente densa (Fig. 1.15C). No obstante, esto puede ser

un efecto derivado de la elevada densidad celular del estrato granular (ver Fig. 1.16 F).
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Figura 1.18. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del bulbo olfativo de ratéon a un
nivel antero-posterior de 3.2 mm desde Bregma. A, C-D muestran la inmunohistoquimica para la
tirosina hidroxilasa (TH) . B muestra la inmunohistoquimica para el transportador de dopamina (DAT).
En A se puede observar la gran cantidad de neuronas TH-ir en la capa glomerular del MOB. En
contraste, en el AOB apenas se observan unas pocas. Barra de calibracion (Bc) A: 1 mm. En B se
observa la escasa marca obtenida con el anticuerpo anti-DAT en los glomérulos. Bc: 100 um. En C,
detalle de la inmunoreactividad de neuronas periglomerulares, observandose también algunas neuronas
granulares TH-ir. Be: 100 pm. En D detalle de C. BC: 50 um.

El septum constituye una estructura eminentemente subpalial que incluye
territorios estriatales (el complejo septal lateral que constituye el estriado medial) y
palidales (septum medial y ntcleo de la banda diagonal; Swanson & Risold, 1999;
Lanuza et al, 2002; Lanuza & Martinez-Garcia, 2009). En el septum lateral
encontramos fibras TH-ir y DAT-ir dispersas y con una densidad mucho menor que en
el estriado dorsal y ventral. Esta inervacion esta compuesta por fibras dispersas
localizadas en las subdivisiones intermedia (LSI, y en menor medida la ventral, LSV)
del ntcleo septal lateral. En el LSI se observa una elevada densidad de terminaciones
axonicas en cesto alrededor de determinados somas neuronales, que constituye la
inervacion mas patente a niveles caudales, en los que las cestas bordean el nucleo
septofimbrial (Fig. 1.13A-C). Ademads, también se observa una densidad alta o
moderada de fibras reactivas marcadas, que no forman cestas, en el nucleo

septohipocampal (SHi) (Fig. 1.15A-B). Desde el SHi algunas fibras parecen entrar en el
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nucleo olfativo anterior, cuyas divisiones ventrales (AOV), medial (AOM) y dorsal
(AOD) muestran una densidad baja de fibras marcadas en algunas preparaciones de TH.

A nivel palidal, la densidad de fibras inmunoreactivas es mucho menor que en el
estriado. Asi, el globo palido lateral (LGP) muestra unas pocas fibras reactivas con
algunos botones, mientras que en la porciéon medial del globo palido (MGP) tan solo
aparecen fibras de paso (sin botones). Por su parte, el palido ventral (VP) si que muestra
una baja densidad de fibras varicosas (Fig. 1.16G). A poco aumento, sin embargo, el VP
parece desprovisto de marca por contraste con la grandisima densidad de la inervacion
de las estructuras estriatales circundantes, sin embargo, las fibras reactivas presentes
muestran botones sindpticos que parecen coincidir en varias ocasiones con los grandes
nucleos de las neuronas palidales. Por ultimo, el septum medial (MS) y el ntcleo de la
banda diagonal (DB), que de acuerdo con Swanson y Risold (1999) constituyen el
palido medial, presentan una muy baja densidad de fibras DAT-ir, si bien la
inmunohistoquimica para TH revela una densidad algo mayor de fibras reactivas.

En cuanto a la amigdala encontramos inervacion DAT-ir y TH-ir tanto en sus
porciones paleales (complejo basolateral y nacleos corticales) como en las subpaliales
(amigdala central, medial y nucleo de la stria terminalis). En la amigdala paleal, la
mayor densidad de fibras reactivas se encuentra en la subdivision posterior del nticleo
basolateral de la amigdala (BLP) (Fig. 1.6D-F), desde la que las fibras reactivas se
extienden al area de transicion amigdalo-piriforme (APir), en donde la inervacién es
mas escasa. También presenta una inervacion moderadadamente densa la porcion
anterior del nucleo basolateral (BLA) y la divisién dorsolateral de la amigdala lateral
(LaDL), mientras que las restantes divisiones de la amigdala lateral (LaVL y LaVM)
muestran una inervacion menor (Fig. 1.7D). En la division cortical de la amigdala paleal
encontramos un denso campo terminal reactivo en la zona de transicion cortico-
amigdalina (CxA) que se extiende medialmente hacia el nucleo amigdalino cortical
anterior (ACo, Fig. 1.10D), en donde la inervacidon es escasa, y al nucleo del tracto
olfativo lateral (LOT), que muestra una densidad moderada de fibras reactivas. Como
hemos descrito mas arriba, desde la CxA las fibras ingresan en el Pir. En todos estos
centros de naturaleza paleocortical, la inervacion presenta un patrén similar, segin el
cual las fibras se concentran en la capa 1b y en la capa 3 (celular interna), siendo mas
escasas en la capa 2 (celular externa) y aun mas escasa en la capa 1a.

La inervacién de la amigdala también incluye una gran densidad de fibras TH-ir y

DAT-ir sobre las distintas masas intercaladas, tanto de las inmersas en la capsula
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amigdalina, como de aquellas situadas en los territorios amigdalinos anteriores, junto al
nucleo intersticial del fasciculo posterior de la comisura anterior (IPAC). Ademas, la
inervacion dopaminérgica se extiende a territorios amigdalinos claramente subpaliales.
Asi, las fibras reactivas del CPu caudal parecen extenderse hacia al area de transicion
amigdaloestriatal (AStr) y la amigdala central (Ce). En esta tltima, la inervacion es
claramente heterogénea: la subdivision capsular (CeC) apenas muestra fibras TH- y
DAT-ir, mientras que en la division lateral (CeL) se observa una densa inervacion
dopaminérgica (Fig. 1.7D). Por su parte, la division medial de la amigdala central
(CeM) presenta una inervacion moderada con excepcion de su subdivision
anteroventral, en la que la densidad de fibras es mucho menor. Por su parte, la amigdala
medial (Me) no presenta fibras inmunoreactivas. En el nucleo de la stria terminalis
(BST) la inmunoreactividad también es heterogénea. Asi, en su porcidon intraamigdalina
(BSTIA) apenas se observan fibras reactivas, y el la porcion supracapsular (BSTS) las
fibras reactivas se localizan exclusivamente en su parte lateral. En el BST propiamente
dicho, la inervacion dopaminérgica abarca las divisiones lateral y medial anterior,
siendo densa en los nucleos lateral dorsal (BSTLD) (Fig. 1.12B) y quizés en la
yuxtacapsular (BSTLJ), moderada en el lateral posterior (BSTLP) y ventral (BSTLV) y
escasa en toda la porcion anterior del BST medial (BSTMA, BSTMV).

Respecto de la parte sublenticular de la amigdala extendida, el IPAC presenta una
densidad muy alta de fibras inmunoreactivas en su divisién lateral (IPACL) y una
densidad moderada en la medial (IPACM). Por su parte, la substantia innominata (S1),
como otros territorios del palido caudal, se halla atravesada por gruesas fibras

inmunoreactivas que aparentemente no efectiian sinapsis, a la vista de su aspecto liso.
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Discusion

Distribucion de somas dopaminérgicos en mamiferos

Nuestros datos acerca de la distribucion de somas TH-ir coinciden globalmente
con los publicados en ratones (Ruggiero et al., 1984) y ratas (Hokfelt et al., 1984).
Utilizando técnicas de autofluorescencia, Dahlstrom y Fuxe (1964) clasificaron los
somas catecolaminérgicos en 17 grupos (A1-Al17), de los cuales 10 se consideran
dopaminérgicos (del A8 al A17). Sin embargo, en nuestro analisis anatdmico hemos
encontrado muy dificil seguir esta clasificacion debido a: 1) que hay clara continuidad
entre los diversos grupos aminérgicos; 2) hay células TH-ir cuya localizacion no
coincide con ninguno de los grupos aminérgicos clasicos; 3) en algunos casos las
cé¢lulas aminérgicas no parecen constituir un grupo compacto coincidente con los
descritos por Dahlstrom y Fuxe (1964), por lo tanto, nuestros resultados cuestionan esta
clasificacion.

La continuidad entre los grupos aminérgicos clasicos se aprecia claramente a
niveles mesencefalicos, en donde en secciones frontales y sagitales no hay limites claros
entre los grupos A9 y A10, ni entre el A8 y A9 (Fig. 1.2). De la misma manera, las
células TH-ir periacueductales muestran continuidad con los grupos aminérgicos
adyacentes. Asi, a nivel pontino, se contintian con el grupo A8 y a nivel periacueductal
anterior (por delante de la comisura posterior), muestran continuidad con el grupo A10
(VTA) ventralmente (a través del RLi) y con el grupo All (SPF) rostralmente (Fig.
1.2). Del mismo modo, las secciones sagitales revelan una continuidad evidente entre
las células del grupo A11 (SPF) y A13 (paraventricular posterior y ZI). Por el contrario,
las células TH-ir del grupo A12 (Arc) parecen formar una poblacion compacta y bien
delimitada, claramente diferente de las neuronas TH-ir del nucleo dorsomedial
hipotaldmico (DMH), de morfologia bien distinta, de las neuronas del A14 y de las del
area supraquiasmatica (Fig. 1.2). Por su parte el grupo periventricular del hipotalamo
anterior (A14) muestra clara continuidad con el supuesto grupo A15, especialmente con
su porcion dorsal. Por el contrario, la porcién ventral del grupo Al5 no muestra
continuidad con su porciéon dorsal, y sus neuronas, adyacentes al SO, presentan
morfologia y inmunotincion caracteristicas, que las hacen facilmente distinguibles de

los grupos celulares cercanos (A14 y A15d).
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Ademas, como ya hemos mencionado, nuestros resultados sugieren que el grupo
A15 es un artificio, dado que estd conformado por un poblacién dorsal (A15d) y una
ventral (A15v) que en realidad no tienen relacion entre si, ya que no son contiguas y
muestran patrones de inmunoreactividad bien diferentes. Por su parte, el grupo A15d
parece la parte anterodorsal del grupo A14, mientras que el grupo A15v constituye un
grupo celular independiente sin relacion aparente con el Al4. Este incongruencia del
sistema de clasificacion de las células dopaminérgicas explica que el grupo AlS5 sea
ignorado por algunos autores que han estudiado las poblaciones dopaminérgicas
hipotalamicas (Van Den Pol et al., 1984). Como conclusion, nuestros resultados
sugieren que la clasificacion de Dahlstrom y Fuxe (1964), aun siendo comoda en
algunos aspectos, es artificiosa y debe ser considerada con reservas.

En segundo lugar, nuestros resultados indican que algunos somas TH-ir no se
ubican en ninguno de los grupos clésicos. Es el caso de los somas catecolaminérgicos
del SuM y del DMH, tal y como sehalaron Ruggiero et al. (1984). Del mismo modo,
hay somas tenuemente inmunoreactivos para la TH en otras ubicaciones no
concordantes con los grupos clasicos tales como el del MCPO (tan sélo descritas en el
estriado y cortex de primates, Dubach et al., 1986, 1987; Gaspar et al., 1987; Kuljis et
al., 1989; Gouras et al, 1992), el BST (aunque podrian considerarse neuronas
desplazadas desde el grupo A15d) y el area olfativa anterior, incluidos el Pir y OT
anteriores y el AON. Estas ultimas no han sido observadas previamente en roedores
adultos intactos, si bien se ha descrito una poblacion que expresa TH transitoriamente
durante la segunda semana postnatal en el estriado ventrolateral de la rata (Specht et al.,
1981a; 1981b; Berger et al., 1985; Voorn et al., 1988), y en primates adultos
(incluyendo humanos; Dubach, 1987, 1994; Porritt et al. 2000; Cossette et al., 2005;
Tande et al., 2006). Ademas, se ha visto la aparicion de neuronas TH positivas en el
estriado de roedores tras lesiones con 6-hidroxidopamina (6-OHDA; Lopez-Real et al.,
2003; Jollivet et al., 2004; Darmopil et al. 2008), lo que sugiere que el cambio en el
entorno ha provocado un cambio en su metabolismo desencadenando un incremento en
la expresion de TH como mecanismo compensatorio ante la falta local de DA (Meredith
et al., 1999). Parece que se trata de interneuronas locales GABAergicas que tienen la
potencialidad de expresar DA en determinadas circunstancias (Huot & Parent, 2007;
Bjorklund & Dunnett, 2007). En contraposicion a esta hipotesis, Darmopil et al. (2008)
sugieren que se tratan de neuronas de proyeccion preexistentes, ya que en sus neuronas

TH-ir en el estriado después las lesiones con 6-OHDA apenas encuentran colocalizacion
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de marca TH con calretinina (marcador de interneuronas) ni incorporacion de
bromodesoxiuridina (BrdU), y en cambio colocalizan con los neuropéptidos encefalina
y dinorfina (marcadores de neuronas de proyeccion). En cualquier caso, nosotros hemos
encontrado un remanente de células en el telencéfalo intacto de raton adulto que
expresan TH, como ocurre en otras especies y se suponen Daérgicas (primates y
humanos, Dubach et al., 1986; Cossette et al., 2004) pero que no habian sido descritas
con anterioridad en raton y es necesario un estudio mas completo para su

caracterizacion.

(Esta la expresion de DAT restringida a los grupos A8-A10?

A la vista de nuestros datos hemos de senalar que, aunque generalmente se utiliza
el DAT como marcador de neuronas dopaminérgicas, parece que tan solo es un buen
marcador en el caso de las neuronas mesencefalicas. Esto concuerda con lo descrito en
rata por Ciliax et al. (1995) en la caracterizacion del anticuerpo contra el DAT. No
hemos encontrado somas claramente DAT-ir fuera del mesencéfalo, con la excepcion de
las neuronas DAT-ir localizadas entre ambos fasciculos retroflejos, que son una
prolongacién de la poblacion dopaminérgica periacueductal. Pero ni a lo largo del
hipotalamo, ni en el estriado ventral, ni en los bulbos olfativos encontramos somas
neuronales claramente marcados con DAT.

El grupo de Turiault et al. (2007), generé un raton transgénico que produce B-
Galactosidasa bajo el promotor del gen para el DAT. De esta manera marcaron en el
cerebro del raton todas las neuronas que alguna vez han expresado DAT. Lo que vieron
fue una perfecta concordancia entre el numero de neuronas mesencefalicas que expresan
TH y las que expresan DAT, coincidencia que también ocurre en el bulbo olfativo. Sin
embargo, la situacion en el hipotalamo es mucho mas heterogénea. En los grupos All y
Al2 (en su region dorsolateral), habia una gran coincidencia entre el nimero de
neuronas que expresan TH y estaban marcadas con [B-Galactosidasa. Pero tanto a
niveles ligeramente caudales como anteriores, en la PAG y A13, el nimero de neuronas
marcadas se restringe a una minoria de neuronas TH-ir. En los grupos mas rostrales,
Al4 y Al15, no se encontr6 ninguna neurona marcada con [-Galactosidasa, por lo que
en ningin momento expresaron el DAT.

Nuestros resultados indican la misma disparidad entre el nimero de neuronas

periacueductales TH-ir y DAT-ir que la descrita por Turiault et al. (2007), siendo mayor
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el nimero de neuronas que producen DA que el de las que la recaptan. Habria que hacer
una doble inmunohistoquimica para comprobar qué numero de neuronas son
coincidentes y en que proporcion no lo son. Ademas, Ciliax et al. (1995), describen en
rata una disparidad mas entre ambas inmunohistoquimicas en la parte medial del VTA
que nosotros no percibimos en raton.

Sin embargo, no hemos encontrado ninguna neurona claramente marcada para el
DAT en el hipotalamo del raton adulto, lo que nos lleva a pensar que en algunos grupos
hipotalamicos el DAT se expresa a un nivel muy bajo o solo lo hace de manera
transitoria durante el desarrollo cerebral. En este sentido llama la atencion la alta
reactividad anti-TH en la ME. Una posibilidad es que fuese una reaccion de oxidacion
de la DAB debida a la gran cantidad de capilares que la irrigan, a pesar de haber
inactivado previamente las peroxidasas enddgenas. Sin embargo, cuando realizamos la
inmunohistoquimica sin el anticuerpo primario (datos no mostrados) no se obtuvo esta
marca en la ME. Una posible explicacion es que estos terminales axonicos provengan de
neuronas mesencefalicas (Kizer et al., 1976). Pero con tiempos de reaccion largos se
puede intuir algunos perfiles de neuronas reactivas para el DAT en el Arc, lo que
sugiere que la concentracion del DAT en el soma es muy baja. Una posible explicacion
es que el DAT, en las neuronas del hipotdlamo que lo expresan, seria muy
mayoritariamente transportado a terminales, en contraste con lo observado en el
mesencéfalo. En este sentido, Revay et al. (1996) obtuvieron un marcaje similar al
descrito en este trabajo en el cerebro de rata. Observaron una inmunoreactividad fuerte
en la ME vy, tras tiempos de incubacion largos y con medios de amplificaciéon de la
sefal, la aparicion de algunos perfiles neuronales immunopositivos en el Arc. Su
interpretacion se basa en una posible compartimentalizacion del DAT en estas neuronas,
de manera que el DAT se concentraria en los terminales axonicos de la ME sin que
difundiera por el resto de la neurona. Esto concuerda con lo descrito por varios autores
(Meister & Elde, 1993; Cerruti et al., 1993), que a pesar de no detectar la proteina
encuentran mRNA de DAT en algunos grupos del hipotdlamo, aunque a unas
concentraciones menores que en las neuronas mesencefalicas.

Ademas, coincidiendo con Turiault et al. (2007), Revay et al. (1996) también
observaron expresion de DAT en neuronas periglomerulares en bulbo olfativo (grupo
A16) aunque para ello tuvieron que utilizar tiempos de incubacion largos y
amplificacion de la sefial (como en el caso del Arc). Esto sugiere que al igual que en

determinados nticleos hipotalamicos, en el bulbo olfativo el DAT se expresa a niveles
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bajos y se distribuye de forma peculiar en la célula, probablemente porque en estos
centros el DAT y quizés la DA cumplen una funcion diferente a la que desempefian en
las neuronas mesencefalicas.

Las discrepancias entre marcadores de celulas dopaminérgicas no se restringen al
DAT y la TH. Las células DAérgicas deben expresar también la descarboxilasa de L-
aminoacidos aromaticos (AADC) que transforma la L-DOPA en dopamina. Ugruymov
et al. (2002), sin embargo, encontraron en el Arc algunas neuronas que sélo expresaban
TH o AADC. Para explicar este hecho los autores sugieren que para la sintesis de DA se
necesita un transporte interneuronal de L-DOPA desde neuronas TH-ir a neuronas
inmunoreactivas para la AADC (AADC-ir). A la vista de estos resultados parece que en
la sintesis de DA puede intervenir mas de una neurona y la pregunta que debemos
hacernos es si esto ocurre también en otras partes del encéfalo y con qué frecuencia.

Por su parte Weihe et al. (2006) analizaron mediante microscopia confocal la
colocalizacion de TH con AADC y VMAT2 (transportador vesicular de monoaminas,
necesario para su almacenaje y exocitosis). Con esta tecnologia describieron en diversos
nucleos del cerebro de roedor poblaciones de neuronas TH-positivas, AADC-positivas y
VMAT2-negativas, a las que denominaron neuronas catecolaminérgicas no-
exocitdticas. También observaron neuronas TH-ir, AADC-negativas y VMAT2-
negativas, a las que consideraron neuronas DOPAérgicas. Las neuronas
catecolaminérgicas no-exocitoticas, liberarian DA (o epinefrina/norepinefrina) de
manera no convencional y posiblemente de forma toénica o mantenida. Las neuronas
DOPA¢érgicas, liberarian L-DOPA pero tampoco lo harian de manera convencional al
ser VMAT2-negativas. Dado que no se conocen funciones sinapticas de la L-DOPA, la
funcion mas probable de estas células es la de colaborar con otras células vecinas en la
sintesis de DA, tal y como sugieren Ugruymov ef al. (2002) en el Arc. Otra posibilidad
seria que estas neuronas TH-ir fueran en realidad células inmaduras, o un reservorio de
células indiferenciadas con mayor potencialidad en caso de necesidad, y no tengan otra

funcion en el cerebro adulto sano.

Significado funcional de la expresion de DAT en células dopaminérgicas

La funcion del DAT es la recaptacion de la DA de la hendidura sinaptica o del
espacio extracelular (Schenk, 2002), limitando asi su accion postsinaptica y sus posibles
efectos toxicos. Aunque el DAT se exprese durante el desarrollo o en el adulto en otros

grupos de neuronas a concentraciones muy bajas, parece probable que su significado
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funcional sea diferente al que desempefia en las neuronas mesencefalicas, donde
recupera la DA del espacio extracelular. Se ha visto que esta funcion puede ser
desempefiada también, aunque a un rendimiento menor, por otros transportadores de
monoaminas, como el transportador de la serotonina (Gardier et al., 2000; Miura et al.,
2005) o de la norepinefrina (Mordn et al., 2002).

Como hemos visto antes todo sugiere que algunas células del Arc, que expresan
bajos niveles de mRNA de DAT, llegarian a producir DAT que seria transportado
masivamente a sus terminales axénicos en la ME. De hecho algunos autores (Fuxe et
al., 1966; Cuello & Iversen, 1973; Demarest & Moore, 1979; Annunziato et al., 1980;
George & Van Loon, 1982) han sehalado que las neuronas del hipotalamo
tuberoinfundibular son capaces de recaptar dopamina tritiada, aunque con una afinidad
por la DA mucho menor que las neuronas mesencefalicas (a una constante de afinidad
dos o tres veces mayor que en el estriado).

Se ha propuesto que esta baja afinidad podria tener un significado funcional
(Demarest & Moore, 1979; George & Van Loon, 1982). La DA escaparia de la
hendidura sindptica y difundiria a la circulacion portal de la ME, donde tendria
importancia fisioldgica al actuar como hormona. En este sentido, la deteccion de DAT
en la ME resulta dificil de explicar, ya que la DA seria liberada a sangre donde tendria
un efecto hormonal y no seria necesaria su recaptacion. Sin embargo, DeMaria et al.
(2000) han propuesto una explicacion basada en la implicacion del DAT en la
regulacion fisiologica de la prolactina. A pesar de no detectar DAT en las neuronas del
Arc, si que encontraron reactividad para el DAT y colocalizacion con TH en la ME
(como hemos mostrado nosotros también) y en los lobulos intermedio y neural de la
glandula pituitaria. Al tratar a animales ovariectomizados con estradiol aumenta la
concentracion de prolactina en el suero sanguineo. Pero si ademas se les inyecta un
bloqueante de la recaptacion de la DA por el DAT (mazindol) se inhibe este aumento de
la prolactina en sangre. De hecho, se observa un aumento en la concentracion de DA y
descenso de la de DOPAC (metabolito de la DA) en la ME y lébulos intermedio y
neural de la glandula pituitaria. Al haber mayor concentracion de DA que llega a sangre,
se produce una inhibicion de la secrecion de prolactina por el l6bulo anterior de la
glandula pituitaria. Asi, parece que el DAT (a pesar de tener una eficiencia menor que la
forma de las neuronas mesencefalicas; Demarest & Moore., 1979; Annunziato ef al.,
1980) tiene un papel de suma importancia en la regulacion fisiologica de la prolactina,

ya que niveles altos de DA en sangre inhiben la liberacion de prolactina. Esto esta
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reforzado también por los datos del raton knock-out para el DAT que padece (entre otras
alteraciones) hipoplasia del l6bulo anterior de la glandula pituitaria, con un descenso de
los niveles RNAm de la prolactina y de la propia prolactina (Bosse et al., 1997).

En todo caso las diferencias en afinidad por la DA observadas en distintas células
(mesencefalicas, con alta afinidad; tubero-infundibular, con baja afinidad) sugieren
diferentes formas de DAT. No obstante, el DAT esta codificado por un unico gen
(Vandenbergh et al., 1992) aunque los analisis de la proteina muestran variaciones en el
peso molecular atribuibles al procesado post-traduccional (Patel ef al., 1994). Se sabe
que esta heterogeneidad se debe, al menos en parte, a la glicosilacion del DAT (Lew et
al., 1991, 1992; Patel et al., 1994), o a su estado de fosforilacion (Copeland et al., 1996;
Foster et al., 2002, 2003; Samuvel et al., 2008). Ambos procesos participan en la
sefalizacion y trafico de la proteina DAT dentro de la neurona (Melikian et al., 1996;
Copeland et al., 1996; Melikian & Buckley, 1999; Lin et al., 2003; Li et al., 2004;
Cruz-Muros et al., 2007).

Es por tanto necesario conocer mejor como afecta la glicosilacion y otras posibles
modificaciones post-traduccionales a la afinidad del DAT por su sustrato. En este
sentido, Cruz-Muros et al. (2007) estudiaron con diferentes anticuerpos las diferentes
formas del DAT y la variacion de las mismas observada con la edad en rata.
Principalmente observaron dos formas de DAT, una de 50 kDa de peso molecular que
corresponde a la forma sin glicosilar del DAT y otra de 75-80 kDa que corresponde a la
forma glicosilada. Estas formas no se distribuyen por igual en las neuronas
mesencefalicas. La primera parece ser una forma inmadura y se concentra en el soma y
el reticulo endoplasmico, mientras que la forma glicosilada se acumula en los terminales
estriatales, y mas especificamente en su membrana plasmatica. No obstante, la forma no
glicosilada también se encuentra en la membrana (Li et al., 2004), pero parece ser mas
inestable e ineficiente que la glicosilada. Ademas, Cruz-Muros et al. (2007) observaron
una disminucion de ambas formas del DAT con la edad, aunque también se ponen en
marcha mecanismos compensatorios para intentar que no disminuya la recaptacion de la
DA.

Independientemente de la regulacion del DAT, en las neuronas que no expresan
DAT la regulacion de la transmision sindptica ha de ser diferente a las mesencefalicas
(donde se libera de manera tonica hasta que existe algun estimulo que provoca que su
liberacion fasica; Floresco, 2007). Es posible que en estas neuronas la diana de accion

de la DA no sea un sitio postsinptico puntual sino que la DA difunda libremente
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actuando sobre diversos elementos en la proximidad del axén DAérgico, lo que se
conoce como transmision volumétrica (Hoffman et al., 1998; Pickel, 2000; Agnati et

al., 2000; Mundorf et al., 2001; Fuxe et al., 2007).

Patron de inervacion dopaminérgica del cortex de raton

Nuestros resultados muestran que no existen diferencias apreciables en la
innervacion telencefalica detectada por la inmunohistoquimica para el DAT y la TH,
por lo que podemos concluir que la mayoria de la innervacion dopaminérgica de los
hemisferios telencefalicos proviene de los grupos del mesencéfalo.

Nuestros resultados relativos a la inervacion DAérgica del cortex del ratoén
coinciden con las descripciones previas en la rata tanto a partir de la deteccion de TH
(Bjorklund & Lindvall, 1984) como del DAT (Ciliax ef al., 1995). No obstante, nuestras
observaciones sugieren pequeiias diferencias entre la rata (Fallon & Moore, 1978;
Datiche & Cattarelli, 1996, Bjorklund & Lindvall, 1984) y el raton en la inervacion del
cortex piriforme. Mientras en la rata la inervacion DAérgica parece restringida a las
capas Il y III de los niveles caudales e intermedios, en el raton ésta inervacion se
extiende a la capa Ib, sobre todo a niveles antero-posteriores intermedios, en donde las
fibras parecen proceder del denso campo terminal del OT.

Durante muchos afios se ha discutido sobre si el hipocampo recibia proyecciones
dopaminérgicas desde el mesencéfalo o no (Costa et al., 1972; Lindvall & Bjorklund,
1978; Verney et al., 1985; Gasbarri et al., 1994, 1997) ya que a pesar de las pruebas
funcionales in vitro (Bischoff et al.,1979; Stein et al., 1993), y de la presencia de
receptores de DA (Scatton et al., 1980; Frey et al., 1990, 1991; Otmakhova & Lisman,
1998; Manahan-Vaughan & Kulla, 2003) apenas si se observan fibras DAérgicas en el
hipocampo. En 1982, Swanson, mediante inyecciones de trazador retrogrado en el
hipocampo, en DG, CA1 y CA3, observdé unas pocas neuronas marcadas en el VTA y
SNC en su porcion mas rostral, y una poblacion importante de células marcadas en
SuM. Ademés Swanson (1982) mediante una doble inmunohistoquimica comprob6 que
el namero total de neuronas mesencefélicas marcadas retrogradamente y TH-ir era muy
reducido. Resultados similares obtuvieron Gasbarri et al. (1994) que realizaron el
mismo procedimiento y observaron un porcentaje de colocalizacion que no superaba el
18%. Estos datos sugieren que unas pocas células darian lugar a las escasas fibras que
observamos, un resultado que es coincidente con Bjorklund y Lindvall (1984) en que a

pesar de las pruebas funcionales de la proyeccidon mesohipocampica, las bases
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anatomicas de esta proyeccion son casi inexistentes. En todo caso, la falta de fibras
reactivas para la TH o DAT en el hipocampo se hace dificil de entender puesto que la
DA aplicada exo6genamente in vitro tiene un efecto notable (Stein ef al., 1993; Stein et
al., 1994). Una posible explicacion seria que los receptores para la DA expresados por
las neuronas hipocadmpicas (Stein et al., 1994) estan destinados a la membrana de los
axones de estas neuronas en sus eferencias subcorticales (septum y estriado ventral).
Alli, la densa o moderada inervacion DA¢érgica tendria un efecto presindptico sobre los
axones de origen hipocampico (ya que se encuentran receptores DAérgicos en
homogeneado de hipocampo, Bruinink & Bischoff, 1986). Esto, no obstante, algunos
receptores en soma o dendritas podrian explicar el efecto de la DA in vitro, aiin con la
escasez de fibras DA¢rgicas. De ser asi, los bien estudiados efectos de la DA en el

hipocampo tendrian en realidad poca o nula relevancia funcional.

Patron de inervacion dopaminérgica de las areas subcorticales del telencéfalo de
raton

Es bien sabido que el estriado es el area que recibe la inervacion dopaminérgica
mas importante del encéfalo, tanto en su division dorsal como en la ventral (Carlsson,
1959; Bjorklund & Lindvall, 1984; Ikemoto, 2007) y el origen de esta proyeccion es
tegmental. No discutiremos aqui sobre la topografia de las proyecciones DAérgicas
tegmento-estriatales (Bjorklund & Lindvall, 1984; Ikemoto, 2007) ya que en el capitulo
IT vamos a estudiar este aspecto con mayor detalle.

Mientras que en el CPu la inervacion es muy densa y bastante homogénea, la
inervacion del estriado ventral es heterogénea, probablemente porque la DA cumpla
diferentes funciones en sus subdivisiones y haya diferencias en la concentracion de DA
liberada de manera tonica en cada una de sus divisiones. De hecho, Jansson et al. (1999)
ya habian descrito estas heterogeneidades en el AcbSh y describieron en él zonas con
una perfecta colocalizacion de bajas concentraciones de TH, DAT vy el receptor D2
(D2R) pero con una concentracion elevada del receptor D1 (D1R), mientras que en el
resto de AcbSh la relacion era la inversa (elevadas TH, DAT y D2R, baja DIR). Esta
disparidad entre receptores y neurotransmisor podria explicarse si en estas zonas con
poca inervacion DAérgica la DA actua mediante trasmision volumétrica (Agnati et al.,
1995).

Se ha sugerido que algunas de estas heterogeneidades (por ejemplo, el incremento

de densidad de fibras en el limite dorso-medial entre el AcbShM y el septum) pueden
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ser especificas de la cepa de raton C57, puesto que en la cepa DBA no solo no se
observa este incremento, sino que existe una reduccion en la densidad de terminales
TH-ir en esta zona (D’Este ef al., 2007). Sin embargo, nuestros datos son similares a los
obtenidos por D’Este et al. (2007) en la cepa C57, lo que sugiere que este patron
heterogéneo es mas representativo de los roedores en general. Estas diferencias
anatomicas entre cepas seguramente se traducen en cambios comportamentales relativos
a las funciones de la DA en las diferentes cepas (véase, por ejemplo, Wanat et al.,
2009).

Ademas, hemos observado que existe continuidad entre la inervacion DAérgica de
las diferentes partes del AcbSh con los puentes celulares que unen esta estructura con el
tubérculo olfativo. Es posible que todas estas estructuras, en las que se observa una
misma densidad de marcaje DAT inmunopositivo, reciban la inervacion de las mismas
areas mesencefalicas (véase Capitulo II) y constituyan unidades funcionales junto con el
VP que queda en su interior. En estas unidades estriato-palidales habria que incluir los
islotes de Calleja. En este sentido, nuestros resultados coinciden con descripciones
previas en la rata, en la que se muestra una densa inervacion DAérgica de la periferia y
el interior de los islotes de Calleja, con una inervacion menos densa en el estrato
granular (Fallon ef al., 1978).

El septum es una estructura subcortical que esta compuesta por dos grandes
divisiones de origen heterogéneo, la division medial de naturaleza palidal y el septum
lateral de origen estriatal, que a su vez se subdivide en una multitud de subnucleos
(Risold & Swanson, 1997; Lanuza & Martinez-Garcia, 2009). Nuestros resultados
coinciden con las descripciones existentes en ratas (Lindvall, 1975; Moore, 1978) de
acuerdo con las cuales las fibras DAérgicas se encuentran casi exclusivamente en la
division lateral, siendo muy escasas en la division medial. Dado que el complejo septal
lateral corresponde al territorio de naturaleza estriatal méas medial, la inervacién
dopaminérgica que recibe seria homologa a la que recibe el resto del estriado. Asi se
estableceria a nivel medial una circuiteria paralela a la descrita para los ganglios
basales, en la que el septum lateral recibiria simultaneamente un input dopaminérgico
mesencefalico y un input glutamatérgico cortical desde el arquicortex, que es la parte
mas medial de la corteza. Al igual que pasa en los ganglios basales, donde los elementos
estriatales originan una proyeccion descendente GABAérgica sobre los territorios

palidales (VP, GP) y mesencefalicos, el LS da lugar a una proyeccién descendente
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GABA¢érgica al MS, el cual constituiria el palido méas medial (Lanuza & Martinez-
Garcia, 2009).

Sin embargo, a diferencia del resto del estriado, en donde la inervacioén estéd
presente en todo el territorio y donde apenas se producen contactos sindpticos entre
terminales DAérgicos con el soma de las neuronas estriatales (Reiner, 1994) la
inervacion DAérgica del septum lateral estd concentrada en una banda estrecha en la
que la gran parte de las fibras DAérgicas forman cestas sobre somas de neuronas
septales. Estos terminales “en cesto” han de tener un gran efecto sobre las neuronas
sobre las que hacen sinapsis, lo que sugiere una funcién de la inervacion DAérgica
diferente en el septum y en el resto del estriado. Dado que la DA no tiene un efecto neto
claro sobre la actividad eléctrica de la neurona postsinaptica (Herve & Girault, 2005;
Bandyopadhyay & Hablitz, 2007), cabe suponer que las cestas DAérgicas sobre los
somas septales mediarian potentes efectos metabotropicos que permitirian cambios de
expresion génica relacionados con fendmenos de plasticidad sindptica.

De hecho, en el septum lateral se produce potenciacion a largo plazo (Long Term
Potentation, LTP; Garcia & Jaffard, 1992; Garcia et al., 1993) de algunas sinapsis
mediante receptores glutamatérgicos metabotropicos (Zheng et al., 1996). Se conoce
también que los terminales DAérgicos hacen sinapsis en el cuello de las espinas
dendriticas de las neuronas estriatales, mientras que la cabeza de las espinas recibe
inputs corticales o talamicos (Bouyer et al., 1984; Freund et al., 1984), y por tanto hay
que afiadir el efecto de la dopamina en estas sinapsis sobre el cuello de las espinas al
gran efecto que puede tener sobre la neurona septal una activacion de todo el soma en el
caso de los terminales en “cestos”. Es posible que la sinapsis dopaminérgica haga
posible la modulacién de ésta proyeccion, afectando al patron de expresion génica de la
neurona, siendo suficiente para cambiarlo, y poder desencadenar procesos de
plasticidad.

Se ha descrito que el septum lateral esta subdividido en una multitud de regiones
segun los campos de terminacion de diferentes neurotransmisores, como pasa con la DA
(Risold & Swanson, 1997). Ademads, existen otros campos de terminacidon
glutamatérgicos con una orientacion diferente superpuestos provenientes del hipocampo
(Swanson & Cowan, 1977) que es probable que provean informacién espacial (Bird &
Burgess, 2008). Es posible que el cruce de ambas parcelaciones (Glu y otros
neurotransmisores) provoque que la convergencia de ambas sefiales (Glu y DA por

ejemplo) sobre unas mismas neuronas pongan en marcha estos procesos de plasticidad o



Capitule 1

LTP, de manera que esta convergencia constituiria el principio neural de los
aprendizajes asociados a lugar (Fig 1.18). De hecho, Simon et al. (1986) observaron que
ratas con depleciones dopaminérgicas en el LS tenian mayores problemas de
aprendizaje espacial.

Este esquema del funcionamiento del LS evidentemente no es exclusivo de la DA,
y otros neurotransmisores provocarian una facilitacion de otros tipos de comportamiento
asociados a lugar (Font, 1998).

Aunque las principales proyecciones DAérgicas acaban fundamentalmente en el
estriado, el palido es receptor de proyecciones DAérgicas menores (descritas
previamente en rata) que acaban tanto en el VP, como en el GP (Fallon & Moore, 1978;
Lindvall & Bjorklund, 1979). Nuestros datos respecto al GP no son tan claros. En
nuestro material las fibras TH-ir y DAT-ir del GP son lisas y tortuosas, y no parecen
establecer contacto sinaptico en el GP sino atravesarlo hacia el CPu.

En cuanto a la inervacion del VP, es destacable que siempre se ha estudiado como
una proyeccion menor debido al contraste con el estriado ventral que lo rodea. Sin
embargo, la presencia de campos terminales dopaminérgicos es evidente y puede ser de
suma importancia, ya que al contactar con las neuronas palidales modularia la sefal

saliente del estriado ventral.

(

Figura 1.18. Hipotesis sobre la anatomia funcional del septum y el papel de la inervacion
dopaminérgica septal en la adquisicion de preferencia condicionada de lugar. En A observamos la
organizacion de aferencias del septum lateral. Los inputs ascendentes de diferente naturaleza quimica
se representa en distitntos colores. El input descendente desde el hipocampo topograficamente se
representa con tramas. En B, la ubicacion del animal en un lugar concreto activaria una franja
concreta del LS a través del hipocampo (trama). Si en esta ubicacion se activase la via DAérgica, se
produciria convergencia en el territorio septal sefialado en rojo, desencadenandose fendmenos de
plasticidad sinaptica. En C, la siquiente vez que el animal visitase esta ubicacion, la respuesta septal al
input hipocampico seria diferente debido a la facilitacion (o depresion) sinaptica ocurridos como
consecuencia de la convergencia sindptica.
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Patron de inervacion dopaminérgica de la amigdala de raton

La descripcion de la inervacion DAérgica de los diferentes nucleos amigdalinos,
tanto paleales como subpaliales, coincide notablemente con lo descrito previamente en
la rata (Bjorklund & Lindvall, 1984).

Asi, en la amigdala paleal de la rata Brinley-Reed y McDonald (1999) ya
observaron que la innervacion TH-ir era importante en el ntcleo basolateral, donde era
mayor en el BLP que en el BLA. Ademas, encontraron terminaciones TH-ir en forma de
cesta sobre neuronas de la amigdala basolateral. Al realizar una inmunohistoquimica
contra la B-hidroxilasa de la dopamina (DBH), comprobaron que estas terminaciones en
forma de cesta eran DBH negativas, por lo que han de ser terminaciones DAérgicas. La
mayoria de estas cestas rodean somas pequefios y ovoides, aunque en la BL
anteroventral también se encontraron alrededor de neuronas grandes y piramidales. Al
realizar dobles inmunohistoquimicas se comprobd que la mayoria de estos pequefios
somas que reciben una terminacion en cesto son positivos para parvalbumina (PV).
Dado que la PV es un marcador de neuronas GABA¢érgicas, es muy posible que esta
proyeccion DAérgica tan potente sobre una interneurona inhibitoria de la BL, module la
actividad sindptica inhibitoria global de la amigdala basolateral.

Ademas, se ha descrito (Busche et al., 2004) que factores epigenéticos (como el
aislamiento social o la administracion de metanfetamina en estadios tempranos) son
capaces de modificar la densidad de innervacion DAérgica de los distintos subnucleos
de la amigdala con distinta susceptibilidad, de manera que la inervacion DAérgica
aumentaba en la BLA con cualquiera de los factores mencionados anteriormente,
mientras que en la La y Ce se necesitaba la concurrencia de ambos (aislamiento y
metanfetaminas).

La inervacion DAérgica de las masas intercaladas puede ser de suma importancia
funcional. Se sabe que las masas intercaladas actian como relevo de parte de la
informacion de la amigdala La y basal hacia la Ce (Pare & Smith, 1993; Pare et al.,
2004; LeDoux, 2007). De hecho, las masas intercaladas podrian inhibir a las neuronas
de salida de la Ce, que también son inhibitorias, obteniendo asi una respuesta por
desinhibicion (LeDoux, 2007). Por lo que la modulacion de esta sefal en ambos nuicleos
(masas intercaladas y Ce) puede ser de suma importancia en los procesos de respuesta y
aprendizaje emocional.

La inervacion DAérgica descrita en las masas intercaladas e IPAC ha sido

estudiada con relacion al receptor D1 (Jacobsen et al., 2006; Fuxe et al, 2003).
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Sorprendentemente en el IPAC los terminales TH-ir parecen evitar las zonas reactivas
para D1, y algo similar ocurre en la masa intercalada principal, ya que las fibras TH-ir
estan mas restringidas que los receptores D1 (Jacobsen et al., 2006). Se ha postulado
que estas discrepancias entre terminales TH-ir y receptores D1 podrian reflejar la
existencia de dos mecanismos de transmision sindptica (sinapsis cldsica y volumétrica)
que estarian relacionados con los mecanismos de aprendizaje (Montague et al., 1996;

Agnati et al., 2006; Jacobsen et al., 2006).

Aspectos comparados

La densa inervacion de la amigdala basolateral posterior y APir (y en menor
medida de la anterior) constituye, por lo tanto, un rasgo fundamental en la organizacion
de la amigdala que se observa en rata (Bjorklund & Lindvall, 1984), monos y humanos
(Porrino & Goldman-Rakic, 1982; Gaspar et al., 1992; Lynd-Balta & Haber, 1994) y
ratones (este trabajo). El papel de ésta inervacion en procesos clave para la
supervivencia como la expresion del miedo condicionado (Ledoux et al., 1984, 1985,
1986) explica el caracter general de este rasgo en los mamiferos.

Se ha observado, que alteraciones de los niveles de DA pueden influenciar
directamente el aprendizaje asociado al miedo. Asi, la inyeccion sistémica de quinpirole
(un agonista de lo receptores D2) provoca que no se pueda condicionar a ratas a un
miedo condicionado de segundo orden (respuesta de miedo ante un estimulo neutro
asociado a otro estimulo neutro que previamente se ha asociado con un estimulo
aversivo) dependiente de la dosis (Nader & LeDoux, 1999). Este efecto se deberia a los
D2R presinapticos que provocarian un descenso en la liberacion de DA en los campos
terminales, incluyendo la amigdala. Se ha observado que la estimulacion eléctrica o
farmacologica en el VTA incrementa los comportamientos de miedo (Stevens et al.,
1974; Stevens & Livermore, 1978). Mientras que lesiones o inhibiciones del VTA
provocan un descenso en los comportamientos emocionales y respuestas a miedo (Le
Moal et al., 1969; Borowski & Kokkinidis, 1996). De hecho, lesiones especificas con 6-
OHDA en la amigdala, provocan una disminucion en el miedo condicionado (Selden et
al., 1991). La inyeccion sistémica o intramigdalina de antagonistas de receptores D1
provoca un descenso de las respuestas ante el miedo (Davis et al., 1993; Guarraci et al.,
1999). Asi que se puede afirmar, que la DA tiene un papel importante en la modulacién

y expresion de un comportamiento tan conservado como es el miedo.
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Tanto es asi que esta inervacion puede observarse también en no mamiferos,
aunque la relevancia comparada de este hecho sdélo se ha puesto en evidencia
recientemente (Martinez-Garcia et al., 2002, 2007, 2008).

Nuestra descripcion de la inervacion DAT-ir y TH-ir en la amigdala del raton
afiade dos detalles muy relevantes pero poco conocidos, que podrian tener valor como
elementos ttiles en neuroanatomia comparada. Por un lado las masas intercaladas
constituyen agrupaciones de células GABA¢érgicas (Paré et al., 2004) que reciben una
aferencia DAérgica especialmente densa (nuestros resultados), e intervienen como
puentes entre la amigdala basolateral y la central (Paré et al., 2004). A pesar de que el
cerebro de reptiles y aves no se han descrito masas intercaladas (Martinez-Garcia et al.,
2007) estos criterios pueden ser suficientes para identificar estructuras equiparables en
la amigdala de los no mamiferos.

Por ultimo, la inervacion DAérgica contribuye a clarificar la
compartimentalizacion de la amigdala central extendida. Asi, las fibras TH-ir y DAT-ir
inervan fundamentalmente la division lateral de la amigdala central y una porcion
central del BST. Es en este territorio en donde se situan las células que expresan
neurotensina (Moga et al., 1989; Allen & Cechetto, 1995; Martinez-Garcia et al., 2008)
y el factor de liberacion de corticotropinas (CRF, Sakanaka et al., 1986; Moga et al.,
1989; Martinez-Garcia et al., 2008). Por el contrario, la porcion capsular de la Ce y las
partes mas laterales del BST muestran una densa inervacion por fibras ricas en CGRP
(Kruger et al., 1988; Yasui et al., 1991; Martinez-Garcia et al., 2008) pero reciben una
inervacion DAérgica menor (nuestros resultados). Nuevamente, estas propiedades
neuroquimicas pueden ser muy utiles para identificar la amigdala central extendida y
sus subdivisiones en los cerebros de distintos vertebrados (Martinez-Garcia et al.,

2008).
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Introduccion

Numerosas evidencias indican que la via meso-cortico-limbica juega un papel
crucial en la respuesta a estimulos reforzantes, asi como en el aprendizaje relativo a los
estimulos predictores de refuerzos (Schultz, 1998). Esta via se origina en las células
dopaminérgicas del VTA, que por tanto deben recibir informacién sobre los estimulos
reforzantes. En nuestro trabajo hemos optado por utilizar estimulos reforzantes
quimiosensoriales de dos tipos: gustativos (el sabor dulce de una solucion de sacarosa) y
vomeronasales (feromonas sexuales). Sin embargo la informacién disponible en la
literatura cientifica no nos permite postular una hipotesis sobre como llega la
informacion quimiosensorial a la via meso-cortico-limbica, en particular al VTA. El
VTA ha de integrar una gran variedad de imputs con informacion multimodal que
permita una respuesta a los estimulos de relevancia biologica. La integracion de toda
esta informacion es capaz de provocar cambios sincronicos en la actividad eléctrica del
VTA vy la liberacion de DA en sus areas diana, como el Acb y la corteza prefrontal
(Rebec et al., 1997; Schultz et al.,1997).

Pese a ser una proyeccion tan relevante desde el punto de vista funcional, es
destacable que nuestros conocimientos sobre la organizacion de la via meso-cortico-
limbica y sus aferencias (asi como de sus eferencias) se basan fundamentalmente en
estudios en ratas relativamente antiguos de las aferencias (Phillipson, 1979) y eferencias
(Swanson, 1982, aunque estudios posteriores las han confirmado; Ikemoto, 2007) del
VTA. Recientemente, Geisler y Zahm (2005) reestudiaron las aferencias del VTA de la
rata con técnicas mas modernas y descubrieron que diferentes grupos de neuronas
estriato-palidales proyectan a las porciones medial y lateral del VTA. Las aferencias del
VTA utilizan una variedad de neurotransmisores y neuromoduladores, incluyendo el
glutamato, GABA, serotonina, acetilcolina, noradrenalina y neuropéptidos, tales como
la sustancia P, la dinorfina, la encefalina, la orexina y neurotensina (Kalivas, 1993;
Fadel & Deutch, 2002; Zahm et al., 2001; Philpot et al., 2005) ya que recibe de una
gran variedad de grupos neuronales multimodales.

Por otro lado, el refuerzo como se entiende hoy en dia también se ha dividido en
numerosos componentes (Berridge & Robinson, 2003). Numerosos estudios de
autoadministracion intracraneal de drogas han ayudado a dibujar un mapa de las
distintas areas responsables de diferentes componentes del refuerzo dentro del VTA y el

estriado ventral (Ikemoto & Wise, 2004). De esta manera, se observd que aunque las
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ratas eran capaces de autoadministrarse anfetaminas en el shell medial del ntcleo
accumbens (AcbShM) no eran capaces de aprender si la autoadministracion ocurria en
el shell lateral (Ikemoto et al., 2005). Sin embargo, si que eran capaces de aprender la
autoadministracion de cocaina o anfetaminas en la parte medial del tubérculo olfativo
(OT; lkemoto et al., 2005). De la misma manera, la lesion de los terminales
dopaminérgicos en el OT medial impedia la formacion de preferencia condicionada de
lugar mediante la inyeccion intravenosa de estimulantes psicomotores (Sellings et al.,
2006). Asi, parece que existe una relacion funcional mas estrecha entre las partes
mediales del shell del Acb y el OT, que entre el shell y el area central del propio Acb.
Desde el punto de vista anatomico, esta heterogeneidad medio-lateral también se habia
descrito previamente entre el tegmento del mesencéfalo y el estriado ventral (Fallon &
Moore, 1978; Nauta et al., 1978; Beckstead et al., 1979; Newman & Winans, 1980;
Phillipson & Griffiths, 1985; Brog et al., 1993; Hasue & Shammah-Lagnado, 2002).
Recientemente, un detallado estudio de la organizacién de las conexiones tegmento-
estriatales demostré en macacos que la relacion medio-lateral entre el tegmento y el
estriado era de subida y bajada, ya que formaba lo que denominaron vias estriato-nigro-

estriatales (Haber ef al., 2000). En este esquema, las partes mediales del estriado reciben

Figura 2.1.
Diagrama de las
proyecciones
estriato-tegmento-
estriatales en el
cerebro de los
macacos. El
gradiente de colores
en los esquemas
rostral 'y caudal
representa los
inputs cortico-
estriatales (rojo =
limbico, verde =
asociativo, azul =
motor). Modificado
de Haber et al.,
2000.

= Banda dorsal
~Banda ventral
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de la VTA medial y proyectan de vuelta a un nivel dorsal de neuronas del VTA
(retroalimentacion) y a una banda ventral situada lateralmente respecto al origen de la
proyeccion anterior. A su vez este grupo de neuronas tegmentales proyectan a un area
mas lateral del estriado, formdndose asi una espiral (Fig 2.1).

Por tanto, en este estudio nos hemos planteado describir las aferencias del VTA,
con especial énfasis en las vias por las que puede recibir informacion quimiosensorial,
asi como analizar en detalle la via meso-cortico-limbica en el ratén, a fin de comprobar
si existe esta organizacion medio-lateral en espiral descrita en primates. Para ello, nos
proponemos estudiar la via tegmento-estriatal inyectando trazadores neuronales
(dextranaminas) en el VTA y zonas adyacentes, asi como en los nucleos diana (Acb,
corteza prefrontal, septum...). Las dextranaminas son carbohidratos de origen bacteriano
que son endocitados por las neuronas sin alterar la funcionalidad de las mismas y
pueden marcarse con moléculas facilmente detectables, como la biotina o diversos
fluorocromos. Hemos decidido utilizar las dextranaminas de peso molecular 10000 ya
que se transportan tanto anterograda como retrogradamente (Reiner et al., 2000),
obteniendo asi tanto somas neuronales que proyectan al lugar de inyeccion como axones
que parten del lugar de inyeccion. Esto nos ha permitido estudiar, en las mismas
inyecciones, las aferencias y eferencias de diferentes porciones especificas del VTA,
siempre teniendo en cuenta la limitacién que supone el posible marcaje anterdégrado
debido a colaterales axdnicas. Las inyecciones fueron realizadas en diferentes subareas
del VTA (Fig. 2.2), para intentar discriminar posibles heterogeneidades en la
conectividad del VTA. Ademas, para discernir la marca que aparece al tocar areas
vecinas o fibras “de paso” en el VTA, hicimos algunas inyecciones control en areas
vecinas (substancia mnigra, nacleo supramamilar, fasciculo retroflejo...). Y lo
complementamos con inyecciones en los sitios diana (nticleo accumbens, corteza
prefrontal...) para confirmar mediante trazado retrogrado las conexiones descritas
mediante el transporte anterogrado.

Con los datos obtenidos, pudimos observar un patron de aferencias y eferencias
comun a todo el VTA, asi como conexiones con el estriado ventral y la amigdala, donde
existen heterogeneidades. Ademads, los datos muestran que en el raton las conexiones
tegmento-estriato-tegmentales forman (como en primates) una espiral entre ambos que
sobrepasa el VTA y Acb, de manera que la informacion es procesada a un nivel
diferente con cada vuelta de la espiral (ver més adelante). Ademas, parece que la espiral

tiene un origen mas medial de lo que se habia propuesto hasta ahora.
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Para describir el marcaje anterégrado y retrogrado en el telencéfalo distinguimos
las areas corticales (isocortex, paleocortex y arquicortex) y las areas subcorticales, que
describimos como complejos estriado-palidales compartimentalizados medio-
lateralmente. Asi, consideramos el septum lateral como la division mas medial del
estriado (Risold & Swanson, 1997; Lanuza et al, 2002; Lanuza & Martinez-Garcia,
2009) y el septum medial/banda diagonal como el palido medial correspondiente. El
estriado ventral lo consideramos compuesto por el Acb y OT. Finalmente,
describiremos aparte la amigdala puesto que es una estructura de origen mixto, palio-

subpalial.



Material y Métodas

Material v métodos
Animales de experimentacion

El presente estudio se realizo utilizando hembras de raton de las cepas CD-1 y
C57/BL (Harlan, Barcelona, Espana) que fueron tratadas de acuerdo con las directrices
EEC de las Directivas del Consejo de la Comunidad Europea del 24 de Noviembre de
1986 (86/609/EEC).

Trazado neuroanatémico

Para estudiar la conectividad del VTA utilizamos dos trazadores distintos:
dextranamina biotinilada (BDA, peso molecular 10.000; Molecular Probes, Eugene,
OR) y dextranamina marcada con tetrametil rodamina (RDA, peso molecular 10,000,
lysine fixable; Fluoro-Ruby; Molecular Probes). Para minimizar el nimero de animales
utilizado, en la mayoria de los casos cada animal recibié una inyeccion de uno de los
trazadores en el lado izquierdo del encéfalo y del otro trazador en el derecho. Por ello,
cada inyeccion se denomina con el codigo del animal (M, mas los dos ultimos digitos
del afio, mas el numero ordinal) seguido de una letra B, cuando el trazador era BDA, o
R cuando era RDA.

Las inyecciones se dirigieron a diversas porciones del VTA (n = 14, Fig 2.2) para
analizar la presencia de heterogeneidades en las conexiones del VTA. Ademaés
realizamos algunas inyecciones de control en las areas vecinas (sustancia nigra, n = 1;
nucleo supramamillar, n = 2; area prerrubra, n= 1; ntcleo interpeduncular, n = 2; ntcleo
reticulopontino, n = 1; fasciculo retroflejo, n = 1) para poder comprobar si parte del
marcaje encontrado tras inyecciones en el VTA era debido a la difusion del trazador a
areas vecinas. Por ultimo, complementamos nuestros experimentos con inyecciones en
los centros diana de las proyecciones del VTA y en sus centros aferentes (nucleo
accumbens, n = 6; corteza prefrontal, n = 4; septum, n = 2; amigdala, n = 2; caudatus
putamen, n = 3), para comprobar las conexiones demostradas por transporte de
trazadores desde inyecciones en el VTA y descartar los problemas de captacion por
fibras de paso o el marcaje a través de colaterales axonicas desde centros aferentes.

Los trazadores se inyectaron estereotdxicamente mientras los animales estaban
profundamente anestesiados con pentobarbital sédico (60 mg/kg i.p.). También se
inyect6 sulfato de atropina (0.4 mg/kg) para evitar una depresion respiratoria excesiva.
Una vez anestesiados, los ratones fueran colocados en un marco estereotaxico y se

trepand el craneo en las coordenadas apropiadas, seglin el atlas de Paxinos y Franklin
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(2001) para los ratones de C57BL (para los ratones CD-1 las coordenadas fueron
modificadas levemente cuando fue necesario).

Las dextranaminas se inyectaron por ionoforesis desde una solucion al 5-10% en
tampon fosfato 10 mM (pH 7.4) a través de micropipetas cuya punta tenia un didmetro
interno de 10 um, usando un corriente continua positiva de 3 pA administrada en pulsos
cuadrados (7 segundos on/off.) durante 10 min. Se aplicé una corriente de retencion
durante la entrada y la salida de la micropipeta, para evitar la difusion del trazador.
Después de 7-8 dias de supervivencia, los ratones fueron anestesiados con una
sobredosis de pentobarbital sédico (140 mg/kg) y se perfundieron a través del ventriculo
cardiaco izquierdo con tampoén fosfato salino al 0.9% (PBS) durante 3 minutos a 5.5
ml/min, seguido por el PBS con formaldehido al 4% (pH 7.4) durante 15 min al mismo
flujo. Tras extraerlos con sumo cuidado, los cerebros se postfijaron durante 4 horas en el
mismo fijador a 4°C y se crioprotegieron en sacarosa al 30% hasta que se hundieron.
Usando un microtomo de congelacion obtuvimos secciones coronales de 40 pm de los
encéfalos con las que confeccionamos cinco series paralelas.

Para la deteccion histoquimica de los trazadores las secciones se mantuvieron en
agitacion suave en un rotor horizontal. Tras la inhibicidon de las peroxidasas endogena
con una solucion de H,O; al 1% durante 30 minutos, para la deteccion de la BDA
incubamos las secciones flotantes en el complejo peroxidasa-avidina-biotina en TBS
con un 0.3% Triton X-100 (TBS-Tx), durante la noche a 4°C o por 2 horas a
temperatura ambiente. La marca de la peroxidasa fue revelada con el DAB-Ni como se
describe anteriormente en el capitulo I. La RDA fue detectada mediante
inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo primario especifico contra la tetrametil
rodamina (obtenido en conejo, Molecular Probes), diluido 1:4000 en TBS-Tx, seguido
del procedimiento estindar de PAP (secundario contra IgG de conejo en cabra, 1:100
(Nordic Immunological Laboratories, Tilburg, The Netherlands); PAP de conejo 1:800
(Nordic Immunological Labs.), y de la deteccion de la actividad peroxidasa con DAB,
intensificada en ocasiones con sales de niquel.

La series, se montaron en portaobjetos sobre una solucion de gelatina al 0.2% en

tampon TRIS a pH7.6 y tras secarse se contrastaron con azul de toluidina (2%).

Anélisis de los resultados
De las preparaciones se obtuvieron fotografias digitales con una camara Leica DC

300 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) acoplada a un microscopio Leitz DMRB
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utilizando el software apropiado. Para la confeccion de ldminas con aspecto
homogéneo, se ajustd el brillo y el contraste de las imagenes originales con Adobe
Photoshop 7.0 (Adobe Systems, Mountain View, CA). También se utilizo Adobe
Photoshop para confeccionar mapas del marcaje, dibujando esquematicamente en capas
transparentes sucesivas el perfil de los cortes, los limites citoarquitectonicos, el marcaje

retrogrado y el anterdgrado, sobre las imagenes fotograficas originales a bajo aumento.
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Resultados

Todas las inyecciones en el VTA (Fig. 2.2) dieron lugar a abundante marcaje
retrogrado en distintos centros rombencefalicos, mesencefalicos y prosencefalicos,
incluyendo abundante marcaje anterégrado en el cortex y subcortex del hemisferio
cerebral ipsilateral, y en mucha menor medida, en el contralateral. Dada la organizacion
topografica medio-lateral de las proyecciones del VTA descritas en la rata por Geisler y
Zahm (2005), hemos clasificado nuestras inyecciones en mediales y laterales, y las
describimos por separado. Para cada grupo de inyecciones describiremos en primer
lugar el marcaje retrogrado y después el marcaje fibrilar encontrado en el telencéfalo.
En esta descripcion, consideramos también inyecciones en centros vecinos al VTA, para
descartar aquel marcaje que pudiera deberse a la difusion del trazador fuera de la VTA.
Por ultimo, analizamos algunas inyecciones en los sitios diana del telencéfalo para
comprobar, mediante el transporte anterogrado, los resultados de transporte retrégrado

tras inyecciones en la VT A y viceversa.

Figura 2.2. Dibujo esquematico representando las diferentes inyecciones en los diversos niveles del
VTA.
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1. Inyecciones de trazador en el VTA medial

En nuestros experimentos conseguimos dos inyecciones centradas en la linea
media del VTA y localizadas en niveles anteriores (M0412-B, restringida al VTA;
MO0333-R, afecta a una pequena porcion del IP), y una situada también medialmente en
niveles anteriores, pero localizada ligeramente mas lateral, (M0343-B; que afecta al
fasciculo retroflejo) (ver Fig. 2.3A). Para la descripcion de los resultados de este tipo de
inyecciones nos basamos en la inyeccion M0412-B (Fig. 2.4), si bien los resultados de

las otras dos inyecciones son consistentes con los encontrados en ésta.

0
Figura 2.3. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del mesencéfalo de ratéon donde se
han realizado dos inyecciones de BDA. Fig A muestra una inyecciéon en la linea media del VTA
(inyeccion M0412-B). Fig B muestra una inyeccion en la parte lateral del VTA (inyeccion M0338-B).
BC: 500 pm.

1.a. Marcaje retrogrado (Fig. 2.3A-P)

El marcaje retrogrado en inyecciones mediales y laterales mostraba un patron
comun caracteristico de los niveles meso-pontinos, y un patrén bien diferente a nivel
prosencefalico. A nivel meso-pontino, las neuronas marcadas retrogradamente
conformaban tres columnas poco definidas en ambos lados del encéfalo (marcaje
bilateral, por tanto) que recorrian este territorio caudo-rostralmente. La columna mas
medial la ocupaba la linea media (nticleo del rafe). La segunda columna estaba formada
por células ventrolaterales de ubicacion mayoritariamente periventricular, con algunas
células dispersas en centros mas distales. La tercera era una columna dorsolateral

formada por células dispersas.

ETEN -




Figura 2.4. Dibujo esquematico de 15 secciones frontales del encéfalo del raton M0412, en las que se
ilustra el marcaje resultante de la una inyeccion de BDA en la linea media de la VTA (M0412-B)
(mancha roja en J). En cada seccion se han delimitando en gris los limites citoarquitectonicos y se
representan como circulos rojos los somas marcados, y como lineas azules las fibras positivas para la
BDA (marcaje anterogrado) en el prosencéfalo. Las secciones estan ordenadas de anterior (A) a
posterior (P).
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A nivel pontino caudal, la columna medial estaba representada por neuronas
marcadas en el nucleo pontino del rafe (PnR), en las diferentes divisiones del rafe dorsal
(DR) y en el nacleo O, 6 también llamado nucleus incertus (Fig 2.4M-N). La columna
ventrolateral la conformaba una poblacion relativamente densa de células marcadas en
el area gris central pontina (CGPn) y en las agrupaciones celulares incluidas en la
misma, entre ellas el nucleo laterodorsal tegmental (LDTg), el nucleo de Barrington
(Bar) y el locus coeruleus (LC). A estas células hay que afiadir células marcadas mas
dispersas en los nucleos parvocelular (PCRtA) e intermedio (IRt) de la formacion
reticular y, mas rostralmente, en el nicleo dorsomedial tegmental (DMTg) y el niicleo
subcoeruleo dorsal (SuCD). A niveles pontinos rostrales aparecia la columna

dorsolateral representada por una poblacion de células marcadas en el area parabraquial
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(medial, MPB; Ilateral, LPB) y unas pocas neuronas dispersas en el nucleo
supratrigeminal (Su5) (Fig. 2.4K).

En los niveles mesencefalicos caudales, la columna medial estaba compuesta por
células marcadas en las divisiones rostrales del rafe dorsal (interfascicular, DRI; ventral
DRYV; dorsal, DRD) y en el rafe mediano (MnR) y paramediano (PMnR). La columna
ventrolateral estaba compuesta por una poblacion dispersa de células situadas en el
LDTg anterior y, mas rostralmente en la sustancia gris periacueductal ventrolateral
(VLPAG). Por su parte, la columna dorsolateral la formaban las células marcadas del
nucleo cuneiforme (CnF) y algunas neuronas neuronas intercaladas entre los fasciculos
del lemnisco lateral (probablemente en el nucleo del lemnisco lateral, LL).

En niveles ligeramente mas rostrales, coincidentes con el coliculo superior, el
patron de marcaje en columnas cambiaba gradualmente. Se mantenia la columna medial
en forma de neuronas marcadas en el MnR y el nucleo linear caudal del rafe (CLi), y la
ventrolateral representada por las células de la VLPAG vy el ntcleo supraoculomotor
(Su3). La columna dorsolateral aparecia representada a esos niveles por células
dispersas en el nucleo profundo del mesencéfalo (DpMe). Ademas empezaban a
aparecer neuronas marcadas dispersas en la PAG dorsal y en las capas grises profunda e
intermedia del coliculo superior, que no se ajustaban a ninguna de las tres columnas Fig.
2.4K). A niveles aun mas rostrales las neuronas marcadas en la PAG ocupaban las
divisiones dorsal (DMPAG, DLPAG) y lateral (LPAG).

En las cercanias de la inyeccidn, aparecian abundantes neuronas marcadas en
nucleos adyacentes al VTA (Fig.2.4J) como en el nucleo interpeduncular (IP), la
division compacta de la substantia nigra (SNC), el ntcleo linear rostral del rafe (RLi) y
mas rostralmente, en el nicleo mamilar medial (MM) y lateral (ML), en los que la
marca predominaba claramente en el lado de la inyeccion, y en el nucleo supramamilar
(SuM) en donde la marca parecia bilateral. Igualmente, se observo un grupo denso de
células intensamente marcadas en el area posterior hipotalamica (PH) cercana al lugar
de inyeccion, que aparentemente presentaba continuidad con la poblacion de células
marcadas periacueductales (Fig.2.41).

Este grupo de neuronas se continuaba anteriormente en el area periventricular del
taldmo, en donde el marcaje era bilateral (Fig.2.41). A este nivel, el fasciculo retroflejo
(fr) presentaba abundantes fibras marcadas. En aquellas inyecciones que afectaron al fr
a su paso por el VTA (M0343-B) las fibras marcadas ocupaban todo el fr ipsilateral a la

inyeccion (y en mucha menor medida también el contralateral). Por el contrario, las
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inyecciones mas mediales que no afectaban directamente al fasciculo, presentaban
marcaje fibrilar restringido a la periferia del fr. En ambos casos, este marcaje
anterdgrado estaba acompafiado de neuronas retrégradamente marcadas en el interior
del fr y en las parte dorsal y medial del ntcleo parafascicular (PF). Asociado al marcaje
del fr se observa una densa poblacién de neuronas retrégradamente marcadas en la
habénula. Las inyecciones que afectaron al fr presentaban abundante marcaje bilateral
en los dos nucleos de la habénula (medial MHDb, y lateral LHb), mientras que en las
inyecciones que no afectaban al f# el marcaje en la MHb era muy escaso.

A nivel diencefalico caudal, se observaron neuronas retrégradamente marcadas en
la zona incerta (Z1) y nucleo subincerto (Subl; Fig.2.4H).

El hipotalamo, ademdas del marcaje descrito en los nucleos mamilares, mostraba
una importante poblacién de neuronas marcadas en todas las inyecciones, bilateralmente
pero con predominancia ipsilateral. La mayor parte de las neuronas marcadas se
localizaban dispersas en toda el area hipotalamica lateral (LH) desde niveles tuberales a
los predpticos (LPO; Fig.2.4F-G). En la LH llamaba la atencion un grupo tuberal caudal
situado entre el fornix y el tracto mamilotalamico cuyos arboles dendriticos mostraban
una orientacion muy clara en diagonal (Fig. 2.5). Ademas el hipotdlamo presentaba una
poblacion menor de pequefias neuronas marcadas en el compartimento medial, no
circunscritas a nucleos especificos sino dispersas en el nicleo dorsomedial (DMH) y
areas colindantes dorsales al mismo y en el nucleo paraventricular, mayoritariamente en
su division posterior (PaPo). Las inyecciones mas grandes (p.e. M0412-B) también

presentaban neuronas marcadas en otros

nucleos del compartimiento medial,

como el ventromedial (VMH) y en la

- S division posterior del nucleo anterior
5 e 2 $ . ‘. hipotalamico (AHP). A niveles del
033 o . s ; ' : hipotalamo anterior-retroquiasmatico, se
T L‘ S observo bilateralmente otro grupo de
N o omi ‘| células intensamente marcadas
v w

ventromediales al LH y ventrales al

Figura 2.5. Foto.mlctograﬁa digital .de una seccion | pyicleo  anterior hipotaldmico  (Fig.
transversal del hipotdlamo tras una inyeccién en el

VTA medial. Podemos observar varias neuronas | 2 .4G).
marcadas entre el fornix 'y el tracto o )
mamilotalamico. Be: 500 pm. La  division  predptica  del
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hipotdlamo mostraba un densa poblacion lateral (LPO) que incluia el ntcleo
magnocelular preodptico (MCPO), que parecia continuacion rostral de la ya descrita en la
LH (Fig.2.4F). Ademas, a diferencia de las otras divisiones antero-posteriores del
hipotalamo, el area preoptica presenta una densa poblacion medial que ocupaba el
nucleo (MPO) y el area (MPA) predpticos mediales, y se extendia a las regiones mas
anteriores del hipotdlamo, en donde ocupaba el nucleo periventricular antero-ventral
(AVPe) y ventromedial preoptico (VMPO), la porcion subcomisural del nucleo
predptico mediano (MnPO) y el nucleo preoptico anterodorsal (ADP).

Las inyecciones en el VTA medial mostraron marcaje retrogrado en todas las
divisiones del telencéfalo, pallium, estriado y palido. El telencéfalo cortical sélo
mostraba neuronas marcadas en el isocortex, en donde se localizaban fundamentalmente
en las areas frontales (medial e insular) aunque también se extendian en las areas
mediales mas posteriores (Fig.2.4A-J).

Asi, observamos algunas neuronas piramidales grandes de la capa 5 del cortex
orbitofrontal medial (MO), ventral (VO) y lateral (LO), asi como en el cortex insular
(AI) adyacente (Fig. 2.4A-B y 2.6D-E). Las areas prelimbica (PrL) e infralimbica (IL),
el cortex cingular primario (Cgl) y el area motora secundaria (M2) también mostraban
unas pocas células marcadas dispersas. Por ultimo, observamos alguna neurona solitaria
marcada retrogradamente en las capas intermedias del cortex cingular secundario (Cg2)
y retrosplenial, granular (RSG) y agranular (RSA) (Fig. 2.4C-H).

El complejo estriado-palidal presentaba una gran concentracion de neuronas
marcadas retrégradamente. Asi, el estriado-palido medial, el septum, muestra
abundantes neuronas marcadas en la division intermedia del septum lateral (LSI) y, en
menor medida, en la ventral (LSV) (Fig. 2.4C-D). La parte palidal del septum aun
mostraba mayor numero de neuronas marcadas, localizadas en el septum medial (MS) y
la porcion vertical del nucleo de la banda diagonal (VDB), de donde se extendian
rostralmente al nucleo semilunar (SL) (Fig. 2.4D-E). En la parte ventral del complejo
estriado-palidal, también se apreciaban abundantes somas marcados. En el nucleo
accumbens apenas se observaban neuronas marcadas en la parte anterior y en el core del
Acb (AcbC). Por el contrario la corteza o shell del Acb (AcbSh) presentaba abundantes
neuronas marcadas (Fig. 2.4D-E) (asociadas a campos terminales, como discutiremos
mas adelante) cuya localizacion dependia de la ubicacion de la inyeccion en el VTA.
Las inyecciones en la linea media del VTA (M0412-B) daban marcaje en el AcbSh

medial (y en menor medida en el ventral), mientras que las de localizacion ligeramente
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mas lateral (junto al fr) tendian a mostrar neuronas marcadas en el AcbSh en posicion
mas ventral. Es importante destacar que las neuronas marcadas del AcbSh ventral
parecen estar localizadas en el limite con los puentes celulares del estriado ventral (CB)
(Fig. 2.6A). Las neuronas del Acb y de los CB son de tamafio mediano y, cuando su
arbol dendritico estd bien marcado, muestran morfologia tipicamente estriatal
(estrelladas y espinosas). Por su parte, también observamos grandes neuronas
retrogradamente marcadas en el palido ventral (VP), en las que en ocasiones el marcaje
permitié comprobar la organizacion tipicamente palidal de su arbol dendritico (gruesas
dendritas lineales y poco ramificadas; Fig. 2.6B). En el OT no observamos ninguna

célula marcada, pero si en algun islote de Calleja (ICj), en los que las neuronas

Figura 2.6. Fotomicrografias digitales de una seccion transversal del estriado ventral tras una
inyeccion en el VTA medial. En A observamos que los islotes de Calleja y el AcbShM reciben los
axones marcados desde el VTA medial. Ademas observamos neuronas retrogradamente marcadas en
el palido ventral. Bc: 500 um. En B observamos un detalle de A, como un axén marcado va paralelo a
una dendrita de la neurona marcada. Bc: 50 um. En C observamos una neurona marcada
retrogradamente en el ICjM y una gran cantidad de axones marcados inervando el ICjM. Bc:100 pum.
En D observamos el marcaje retrogrado en el cortex orbitofrontal. B¢: 1 mm. En E observamos con
mayor detalle el marcaje de D. Be: 500 um.
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marcadas siempre corresponden a las de tamafio intermedio o grande (Fig. 2.6C; Fallon,
1983).

En ninguna de estas inyecciones se observd marcaje retrogrado en el estriado
dorsal ni en el pélido lateral. Sin embargo, en un caso (M0412-B) apareci6 denso
marcaje retrogrado en la division medial del globo palido (nticleo intrapeduncular).

Respecto a la amigdala, encontramos marca retrograda tanto en su division palial
como subpalial (Martinez-Garcia et al., 2007). En ambas divisiones la marca era
bilateral. En la amigdala palial, las inyecciones mediales en el VTA dieron escaso
marcaje retrogrado formado por neuronas aisladas en el nucleo basomedial anterior
(BMA), en el nucleo amigdalino cortical anterior (ACo), en ocasiones también en el
nucleo del tracto olfativo lateral (LOT) adyacente y en la zona de transicion cortico-
amigdalina (CxA; Fig.2.4F-G). Ocasionalmente, algunos ejemplares también mostraban
neuronas retrogradamente marcadas en las divisiones posterior (BLP) y anterior (BLA)
el nucleo basolateral, y en la transicion amigdalopiroforme (APir). Si bien su naturaleza
palial o subpalial es una incognita (Martinez-Garcia et al., 2007) el &rea anterior
amigdalina mostraba un niimero moderado de neuronas marcadas tanto en su division
dorsal (AAD), como en la ventral (AAV; Fig.2.4G). A estos niveles anteriores, algunas
neuronas marcadas parecen estar asociadas a las masas intercaladas (I) mas rostrales. En
cuanto a la amigdala subpalial, el marcaje retrogrado era observable en la amigdala
medial anterior (divisiones ventral, MeAV y dorsal, MeAD; Fig.2.4H). Es pertinente
sefialar que las neuronas marcadas en la MeA y en la AAV eran adyacentes al gran

contingente de neuronas marcadas en la LH del hipotdlamo anterior. De hecho, los

Figura 2.7. Fotomicrografias digitales de una seccion transversal de la transicion hipotalamo
amigdala. En A observamos coémo se encuentran numerosos axones marcados en el tracto
prosencefalico medial. Be: 500 um. En B observamos un detalle de A, unos pocos somas de neuronas
marcadas en la amigdala medial anterior y como los axones que penetran en ella parecen provenir del
mfb. Be: 100 um.
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axones marcados de las neuronas de la amigdala anterior parecian cursar por el mfb
hacia la VTA (Fig. 2.7).

Pero sin duda, la principal fuente de aferencias amigdalinas a la VTA se encuentra
en la amigdala extendida. Dentro de la amigdala extendida, se observaron unas pocas
neuronas aisladas en la porcidon intraamigdalina del nucleo de la stria terminalis
(BSTIA) en todas las inyecciones, mientras que la parte supracapsular del BST no
presentaba marcaje. En el BST propiamente dicho, observamos marcaje retrogrado en
su parte medial posterior (BSTMP; Fig.2.4F), medial ventral (BSTMV) y medial
anterior (BSTMA). Igualmente la division lateral del BST mostré pequefias neuronas
marcadas retrégradamente, en sus subdivisiones ventral (BSTLV) y posterior (BSTLP).
Por ultimo, la parte sublenticular de la amigdala extendida (SLEA) presentaba una
densa poblacion de neuronas marcadas dispersas en la substancia innominada
sublenticular, con limites poco claros con estructuras adyacentes como el VP, LPO y
MCPO.

1.b. Marcaje anterogrado en el telencéfalo (Fig. 2.4A-1)

Tras las inyecciones en la VTA medial, en el isocortex observamos fibras gruesas
y lisas marcadas anterégradamente entrando en el cortex frontal a través de la taenia
tecta dorsal (DTT) tanto por su capa 1 como por la capa 3 (Fig.2.4B). Estas fibras daban
lugar a campos terminales en ambos hemisferios, que en general eran simétricos. Las
fibras superficiales daban lugar a un plexo terminal conspicuo formado por finas fibras
varicosas en la capa 1 (que se adentraba algo en capa 2) de las areas corticales mediales.
Este plexo fibrilar era més denso en las areas DP, IL, PrL, Cgl y Cg2, menos denso en
el cortex motor secundario (M2) y en el cortex orbitario medial (MO) y escaso en el
cortex motor primario (M1), en donde el marcaje aparecia solo ipsilateral a la inyeccion
(Fig.2.4A-F). A su vez, las fibras marcadas que ingresaban por la capa 3 de la DTT
daban lugar a un plexo terminal que se extendia en las capas profundas de las mismas
areas corticales. Por el contrario, las capas intermedias de las areas frontales mediales
presentaban pocas fibras aisladas. Algunas fibras marcadas parecian ingresar
directamente en la sustancia blanca del cortex frontal por la que corrian lateralmente
hasta alcanzar el cortex insular agranular y el claustro, en los que aparecian fibras
marcadas dispersas con aspecto terminal (Fig.2.4B-E). Las fibras gruesas que discurren
por la capa 1 del cortex medial, parecian recorrerlo en direccion caudal hasta alcanzar el

cortex retrosplenial, en donde daban lugar a pequefias arborizaciones terminales. A
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estos niveles, también se observaban fibras marcadas en la capa 1 de areas corticales
mas laterales que incluian el cortex motor y somatosensorial.

En el paleocortex apenas si observamos marcaje anterégrado. Este quedaba
restringido a unas pocas fibras en la capa 2 del Pir a niveles del OT mas caudal, y a
fibras en el nucleo endopiriforme ventral (VEn; Fig.2.4F-G). Probablemente en relacion
con estas fibras, pero a niveles mucho mas caudales, aparecen unas pocas fibras
marcadas dispersas en las capas profundas (5-6) y superficiales (1-2) de la corteza
ectorhinal del lado hacia el que se dirigi6 la inyeccion (aun cuando ésta ocupaba la linea
media).

Por ultimo, la formaciéon hipocadmpica mostraba marcaje anterégrado escaso con
una distribucion laminar. En el giro dentado se observd fibras varicosas dispersas en el
hilus, mientras que en el asta de Ammon habia fibras dispersas en el estrato oriens de
CAl y CA3, y un campo terminal conspicuo en el limite entre los estratos radiatum y
lacunosum-moleculare de CAl (Fig.2.4H-J). Ocasionalmente, estas fibras parecian
establecer contacto sobre somas de interneuronas de este estrato (Fig. 2.8A). Ademas,

observamos fibras lisas y gruesas en la fimbria del hipocampo.

Figura 2.8. Fotomicrografias digitales de dos detalles del marcaje anterogrado en el hipocampo y
septum respectivamente. En A observamos como los axones marcados se sitlian entre los estratos
radiatum 'y lacunosum-moleculare. Be: 100 pum. En B observamos una neurona marcada
retrogradamente del septum, que es rodeada por una terminacion en “cesto” marcada
anterogradamente. Bc: 50 um.

La mayor proporcion de axones marcados del telencéfalo se encontraba en el
estriado ventral, en donde las inyecciones mediales en el VTA daban lugar a un denso
marcaje en el AcbSh medial y estructuras adyacentes (CB e ICj) y un marcaje mucho

menos denso en el AcbC (Fig.2.4B-D y Fig. 2.9A). En el AcbSh, la densidad de marcaje
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era tal que apenas deja ver la contratincion. Las inyecciones centradas en la linea media,
daban lugar a densa marca anterograda bilateral en el AcbSh medial dorsal a lo largo de
todo el eje antero-posterior del Acb. Ademads, aparecian campos terminales densos o
moderados en porciones discretas de la parte ventromedial del estriado-palido ventral,
que incluian territorios del AcbSh, algunos “puentes celulares” del estriado ventral y en
el palido ventral (VP) en el que la marca se extendia hasta su limite lateral y siempre era
bilateral. Desde estos territorios del estriado y palido ventrales las fibras marcadas se
extendian a los islotes de Calleja (ICj) mas mediales (y al ICjM), en donde dan lugar a
una inervacion muy densa que atraviesa los "puentes celulares" y abarca la totalidad de
la capa granular del ICj (Fig. 2.6C). Estas fibras marcadas a veces parecian estar
presentes en el OT adyacente a los ICj, aunque probablemente no inervasen a éste sino a
las capas mas externas de los islotes. En el ICjM la inervacion procedente del VTA
medial ocupaba toda la estructura, pero era especialmente densa en el exterior lateral del
ICjM, colindante al AcbShM (Fig.2.9A). Por su parte, las inyecciones en el VTA
ligeramente desplazadas respecto de la linea media (M0343B), mostraban un patrén de
marcaje diferente. En el AcbSh mediodorsal habia muy poca marca anterdgrada,
excepto a niveles muy anteriores (rostrales al ICjM) y el ICjM apenas si presenta
marcaje anterogrado. Por su parte, el estriado-palido ventromedial presenta un marcaje
similar a las inyecciones en la linea media del VTA.

Respecto del AcbC, se observaba escasas fibras dispersas que se concentraban en
campos terminales discretos, cuya localizacion dependia del lugar de inyeccion. Asi, las
inyecciones en la linea media (M0412B, M0333R) marcaban bilateralmente un campo

terminal en el AcbC medial caudal que rodeaba a la comisura anterior medial y

Figura 2.9. Fotomicrografias digitales de dos secciones del estriado ventral de las inyecciones
MO0412B y M0338B. En A observamos el marcaje resultante tras inyecciones en el VTA medial. Bc:
500 um. En B observamos el marcaije resultante tras inyecciones en el VTA lateral.
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caudoventralmente. Por su parte, las inyecciones que invadian territorios de la VTA
ligeramente mas laterales (M0343B, y en menor medida el M0412B al ser una
inyeccion grande) mostraban un campo terminal marcado en el AcbC medial anterior,
desde el que algunas fibras marcadas parecian ingresar en el CPu dando lugar a
pequefios campos terminales en el mismo. La localizacion de estos campos terminales
del CPu estaba relacionada con el lugar de inyeccion en la VTA (cuanto mas lateral la
inyeccion, mas lateral el marcaje). Ademads, estas inyecciones relativamente laterales
presentaban otros campos terminales marcados discretos en porciones ventrolaterales
del AcbC caudal.

Hay que recordar que en el Acb, en los CB, en los ICj y en el VP se encontraron
neuronas retrogradamente marcadas. En este sentido, parece haber una clara co-
distribucion de marcaje anterogrado y retrégrado. Asi, las neuronas retrégradamente
marcadas en el Acb, ICj, CB y VP siempre aparecian rodeadas de fibras marcadas
anterogradamente, si bien lo contrario no es cierto (hay zonas en que s6lo aparece marca
anterdgrada). Cuando el marcaje retrégrado era muy denso y llenaba parte del arbol
dendritico de las neuronas del VP parecia haber contacto directo entre los axones
marcados anterégradamente y las dendritas de las neuronas marcadas retrogradamente
(Fig. 2.6B). Por otra parte, esta co-distribucion de la marca retrégrada con la
anterdgrada ocurre también en aquellas inyecciones en las que el marcaje retrogrado era
tenue y queda restringido al soma neuronal. Esto excluye que el marcaje fibrilar fuese
debido a colaterales locales de las neuronas marcadas retrogradamente y sugiere una
organizacion topografica y una precisa reciprocidad en las interconexiones entre el
estriado-palido ventral y el VTA.

En el estriado-palido medial (septum), no encontramos una concentracion de
fibras marcadas tan alta como en el estriado ventral (Fig.2.4B-F). El septum lateral
presentaba axones marcados, finos y gruesos, dispersos en la subdivision intermedia del
nucleo septal lateral (LSI) y en menor medida la subdivision ventral (LSV). En el LSI se
observa una elevada densidad de terminaciones axonicas en cesto alrededor de algunos
somas neuronales (Fig.2.8B), que era aun mayor a niveles caudales en el limite con el
nucleo septofimbrial. En cuanto al palido medial, observamos una densidad moderada
de fibras varicosas gruesas marcadas anterdgradamente tanto en el septum medial (MS)
y el nucleo de la banda diagonal (VDB y HDB). Contrariamente a lo que hemos descrito
para el estriado-palido ventral, en el complejo septal no parecia haber co-distribucion

del marcaje retrogrado con el anterogrado.
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En general, los restantes territorios palidales presentaban poca marca anterograda,
con excepcion de las regiones adyacentes al VP caudal (Fig.2.4C-F), de naturaleza
supuestamente palidal (al menos en parte), como la substantia innominata y las areas de
transicion hacia el hipotdlamo predptico (LPO, MCPO), que presentan densidades
moderadas de marca anterdgrada y retrograda.

La innervacion amigdalina que observamos después de inyecciones mediales en el
VTA era mas bien escasa y dispersa, pero los axones marcados se encontraban tanto en
la amigdala palial como subpalial. En la amigdala palial, observamos (M0333-R) una
trama de axones marcados anterogradamente junto al ventriculo lateral en la subdivision
posterior del nicleo basolateral de la amigdala (BLP) (Fig 2.4I), desde donde unas
pocas fibras marcadas se extendian ventralmente hacia el area de transicion amigdalo-
piriforme (APir) (Fig. 2.4J) y, en menor medida, el nicleo amigdalino cortical
posterolateral (PLCo). Medialmente, también observamos fibras marcadas que se
extienden en el area amigdalo-hipocampica (AHi). Siguiendo la division basolateral de
la amigdala, encontramos algunas fibras dispersas marcadas anterogradamente, tanto en
su subdivision anterior del nucleo basolateral (BLA) (Fig. 2.4H), como en el nucleo
basomedial de la amigdala, en su porcidon posterior (BMP) y algo mas densas en su
porcion anterior (BMA). Desde la BLA, algunos axones finos parecian adentrarse en el
subnucleo dorsolateral del nucleo lateral de la amigdala (LaDL) (Fig. 2.4H). Por ultimo,
en los niveles mas anteriores, se observaban axones marcados anterogradamente en las
capas mdas profundas de la zona de transicion cortico-amigdalina (CxA) y el ntcleo
amigdalino cortical anterior (ACo) (Fig. 2.4G). En el 4rea anterior amigdalina
observamos una densidad de axones marcados con botones mayor que ninguna otra
porcion de la amigdala palial, tanto en su division dorsal (AAD), como en la ventral
(AAV), pero parecian concentrarse ligeramente en la AAD por encima del LOT (Fig.
2.4G).

En general, la amigdala subpalial presentaba menos marca que la palial. Esta
estaba formada por axones dispersos marcados en el area de transicion amigdaloestriatal
(AStr), la amigdala central (Ce, especialmente en sus divisiones capsular y medial), y en
la porcion intraamigdalina del BST (BSTIA) que presentaba una densidad moderada de
fibras marcadas (Fig. 2.4H).

En la amigdala extendida, en el ntcleo de la stria terminalis (BST) apenas se
observaban algunos axones marcados anterogradamente dispersos por toda la estructura,

incluyendo las divisiones medial anterior (BSTMA, BSTMV), lateral (BSTLD, BSTLP,
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BSTLV) y (BSTMPL; BSTMPI) (Fig. 2.4F). La porcion supracapsular del BST
(BSTS), también presentaba unas pocas fibras marcadas, de grueso calibre y sin apenas
engrosamientos que suponemos relacionadas con el marcaje retrogrado y/o anterdgrado
del BSTIA vy el resto de la amigdala posterior. Por su parte, en la amigdala extendida
sublenticular el TPAC mostraba una baja densidad de finos axones marcados
anterogradamente, que contrasta con la densidad relativamente elevada de marcaje
anterégrado (y retrégrado) de la SI y VP adyacentes que conjuntamente constituyen la
SLEA (Fig. 2.4E-F).

1.c. Marcaje atribuible a fibras de paso (no ilustrado)

Algunas de las inyecciones en la VTA afectaron a tractos que la atraviesan. Asi,
las inyecciones M0412-B y M0413-B afectaron ligeramente al lemnisco medial (m/). En
relacion con este hecho se observd abundante marcaje retrogrado en nticleos sensoriales
del trigémino contralaterales (ntcleo principal y nucleo espinal del trigémino, Feldman
& Kruger, 1980). Estas inyecciones también parecian afectar ligeramente a porciones
del complejo del nucleo rojo, como lo atestigua el marcaje retrogrado contralateral
observado en los nticleos profundos del cerebelo, lateral e interpuesto (Teune et al.,
1998; Teune et al., 2000). Posiblemente en relacion con la afectacion del complejo del
nucleo rojo, aparece un marcaje retrogrado abundante en el area pretectal ipsilateral a la
inyeccion (Cadusseau & Roger, 1988; Martinez-Marcos et al., 1999). Otras estructuras
que muestran densa marca retrégrada en estas inyecciones son el nucleo y campo de

Forel asi como el area pre-rubra.



Resultades

2. Inyecciones de trazador en el VTA lateral

En nuestras inyecciones obtuvimos tres restringidas al area lateral del VTA
localizadas en niveles antero-posteriores intermedios (M0338-B, M0402-B, M0412-R)
de las cuales una afectaba al fasciculo retroflejo (M0402-B) y otra al lemnisco medial
(M0412-R). Una cuarta inyeccion en la VTA lateral se extendia hasta la SNC (M0413-
B; ver Fig. 2.2). Para la descripcion de los resultados de este tipo de inyecciones nos
basamos en la inyeccion M0338-B (Fig. 2.3B), si bien los resultados de las otras
inyecciones son totalmente congruentes con esta descripcion. A menos que se indique lo

contrario, los resultados se refieren al lado ipsilateral.

2.a. Marcaje retrogrado (Fig. 2.10A-P)

Las inyecciones laterales en el VTA mostraban un marcaje retrégrado muy similar
al de las inyecciones mediales (descritas anteriormente) en el puente, mesencéfalo y
diencéfalo. Por el contrario, el patron de marcaje retrogrado en el telencéfalo tras las
inyecciones laterales en el VTA mostraba diferencias claras con las inyecciones
mediales que como veremos mas adelante, se debe sobre todo a la aparicion de neuronas
marcadas en el paleocortex en las inyecciones laterales (no asi en las mediales, ver
arriba) y a diferencias en la distribucion de marcaje retrégrado en el estriado-palido y la

amigdala.
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Figura 2.10. Dibujo esquematico de 15 secciones frontales del encéfalo del raton M0338, en las que
se ilustra el marcaje resultante de la una inyeccion de BDA en el VTA lateral (M0338-B) (mancha
roja en J). En cada seccion se han delimitando en gris los limites citoarquitectonicos y se representan
como circulos rojos los somas marcados, y como lineas azules las fibras positivas para la BDA
(marcaje anterdgrado) en el prosencéfalo. Las secciones estan ordenadas de anterior (A) a posterior

(P).

En niveles meso-pontinos, el marcaje obtenido tras inyecciones laterales en el
VTA no diferia sustancialmente del marcaje obtenido tras inyecciones mediales, al
mostrar una distribucion en tres columnas antero-posteriores bilaterales (Fig. 2.10M-N).
Asi, como ocurria con las inyecciones mediales, observamos un grupo de neuronas

marcadas retrogradamente en una columna medial, distribuidas en diferentes
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subdivisiones del rafe meso-pontino. La segunda columna estaba formada por neuronas
marcadas en el compartimento periventricular ventrolateral, que se extendia hacia la
sustancia gris periacueductal ventrolateral (Fig. 2.10J-M). Y la tercera columna, de
localizacion dorsolateral, la conformaban neuronas marcadas retrogradamente dispersas
en el area parabraquial y DpMe (Fig. 2.10K-M). Como en las inyecciones mediales, esta
organizacion columnar se perdia gradualmente al avanzar hacia niveles mesencefalicos
rostrales, al tiempo que empezaba a observarse una predominancia de marcaje en el lado
de la inyeccion. Este cambio gradual era similar al de las inyecciones mediales pero con
algunas pequenas diferencias. Asi, las inyecciones laterales parecian mostrar una
densidad de neuronas marcadas relativamente mayor que las mediales en la PAG
ventrolateral y en el Su3. Esta diferencia era més patente en la porcion dorsal de la PAG
dorsal y en las capas grises intermedia y profunda del coliculo superior. Ademas
aparecian unas pocas neuronas marcadas en la capa superficial del coliculo, cosa que no
se observaba en las inyecciones mediales (Fig. 2.10J-K).

En las inmediaciones del VTA, el marcaje también era similar al de las
inyecciones mediales salvo porque tiende a ser ipsilateral a la inyeccidn, en lugar de ser
bilateral (Fig. 2.10J). Asi encontramos también numerosas neuronas marcadas
retrogradamente en el IP, en el RLi, en la SNC (bilateral, aunque con predominio
ipsilateral) y SN lateral. También presenta neuronas marcadas el SuM y, en menor
medida, los nucleos mamilares medial y lateral (MM y ML). Rostralmente a la PAG,
cuando el acueducto comunica con el tercer ventriculo ventral, aparecian neuronas
marcadas junto al mismo en los territorios pertenecientes al nicleo precomisural (PrC),
el PF y el area posterior hipotalamica (PH; Fig. 2.10I).

Estas inyecciones presentaban, ademas, marcaje retrogrado abundante en la LHb
(Fig. 2.10H). En relacion con el mismo, el f presentaba fibras marcadas, restringidas a
su porcion periférica, bilateralmente con un claro predominio ipsilateral. Tan solo, la
inyeccion M0402-B, que afectd muy ligeramente al fr, mostrd fibras marcadas en su
interior y algunas neuronas marcadas retrogradamente en la MHb. Este patron de
marcaje es similar al que muestran las inyecciones en la VT A medial.

A niveles diencefélicos caudales se observan neuronas marcadas retrogradamente
marcadas en la ZI, en posicion mas lateral que las observadas en inyecciones mediales,
por debajo del lemnisco medial (m/) y alrededor del tracto mamilotalamico (mf; Fig.

2.10H).
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Sin embargo, como ya hemos descrito tras inyecciones mediales en la VTA, es en
el hipotdlamo en donde se concentraba la mayor parte de las neuronas marcadas del
diencéfalo. La densidad de neuronas marcadas retrogradamente era especialmente alta
en el compartimento lateral del hipotalamo, incluyendo todos los niveles del LH, y se
extendia al area preoptica lateral (LPO; Fig. 2.10F-H). En este continuo, se observaban
grupos especialmente densos de neuronas marcadas alrededor del fornix (f) a niveles
tuberales (Fig. 2.101), incluido el nucleo perifornical (PeF). Muchas de estas neuronas
poseian arboles dendriticos orientados dorsolateralmente hacia el m¢, alrededor del cual
también se disponian algunas neuronas marcadas retrogradamente. A este nivel se
observaba igualmente una notoria poblacion de neuronas marcadas en el DMH, toda el
area del hipotalamo medial que lo envuelve y los nucleos colindantes como el ntcleo
hipotalamico periventricular (Pe), el nticleo subincierto (Subl) y el ya descrito PeF, asi
como alguna neurona solitaria en el nicleo ventromedial hipotaldmico (VMH) y, mas
rostralmente, en el AHP y en el tuber cinereum (TC). Aparte de estas neuronas, el
compartimento medial del hipotdlamo mostraba poco marcaje retrogrado, como ocurria
con las inyecciones mediales.

En el compartimento periventricular el marcaje observado era escaso. Asi, a
niveles tuberales observamos una agrupacion de pequefias neuronas marcadas junto al
tercer ventriculo, posiblemente circunscritas al nucleo tuberomamilar dorsal (DTM) y
mas rostralmente en distintas divisiones del nicleo paraventricular (PaPo y PaLM) y en
el area retroquiasmatica (RCh).

Por su parte, como en las inyecciones mas mediales en la VTA, el hipotalamo
predptico muestra neuronas marcadas practicamente en todas sus divisiones (LPO,
MPO, MPA, ADP, MCPO), aunque la densidad de neuronas marcadas parece superior a
la observada tras inyecciones mediales (Fig 2.10F).

Como las inyecciones mediales, las inyecciones laterales en la VTA dieron
marcaje retrogrado en todas las divisiones del telencéfalo (palio, estriado, palido,
amigdala y amigdala extendida), aunque apreciamos diferencias que describiremos en
detalle a continuacion (Fig. 2.10A-J). En el telencéfalo cortical, de nuevo el isocortex
presentaba abundante marcaje retrogrado en el polo frontal, en donde las neuronas
marcadas se situaban mayoritariamente en la capa 5 del MO, VO y LO (bilateral con
predominancia ipsilateral; Fig. 2.10A). En la corteza medial, observamos abundantes
neuronas marcadas retrogradamente formando un continuo en las capas intermedias y

profundas de las areas peduncular dorsal (DP), IL, PrL y, con menor densidad, en las
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capas intermedias del Cgl y M2 (Fig. 2.10B-F). Mas caudalmente, la densidad en estas
areas disminuye notablemente, y observamos unas pocas neuronas de capas intermedias
marcadas retrogradamente en Cg2, RSG y RSA (Fig. 2.10G-H). Por tultimo, la corteza
frontal también presentaba marcaje en el area insular agranular (Al) en donde la
densidad de marcaje decrecia progresivamente en direccion caudal (Fig. 2.10B-J).

A diferencia de lo observado en las inyecciones mediales, en el paleocortex
observamos unas pocas neuronas marcadas retrogradamente de tamafio intermedio en la
capa 3 del cortex piriforme y en toda la extension anteroposterior del nucleo
endopiriforme (En; Fig. 2.10B-I). En el Pir, estas neuronas marcadas se situan cerca del
limite del Pir con el OT, la banda lateral del estriado (LSS) y la amigdala anterior (Fig.
2.10B-G).

Como tras inyecciones mediales, en las inyecciones laterales en el VTA el
complejo estriado-palidal muestra la mayor concentracion de neuronas marcadas
retrogradamente de todo el telencéfalo. Asi, el septum muestra abundantes neuronas
marcadas retrogradamente, principalmente en el hemisferio ipsilateral a la inyeccion.
Como tras inyecciones mediales, las neuronas marcadas se sitlan mayoritariamente en
el LSI y, en menor medida en la LSV (Fig. 2.10C-D). Ademas, las inyecciones laterales
también mostraban neuronas marcadas retrogradamente en la division dorsal del septum
lateral (LSD). Respecto a la parte palidal del septum, también encontramos numerosas
neuronas ipsilaterales marcadas retrogradamente en el MS y en el nucleo de la banda
diagonal incluyendo la porcion vertical (VDB), que también mostraba marca en
inyecciones mediales, y la horizontal (HDB) (Fig. 2.10C-D). El marcaje en la VDB se
extiende rostralmente en el SL y en las capas profundas de la taenia tecta dorsal (DTT;
Fig. 2.10B).

Las mayores diferencias con las inyecciones mediales se encuentran en el estriado-
palido ventral. Asi, el Acb rostral y el AcbC que apenas mostraba marcaje retrogrado en
inyecciones mediales, presentan abundantes neuronas marcadas tras las inyecciones
laterales (Fig. 2.10B-D y Fig.2.9B). Las neuronas marcadas son de tamafio mediano y se
distribuyen por todo el AcbC, pero con una densidad algo mayor en la parte ventral y
medial de las areas del AcbC adyacentes a la rama anterior de la comisura anterior
(aca). En la inyeccion M0413-B, que esta situada en la VTA lateral e invade la SNC,
vemos que las neuronas marcadas retrogradamente contintian estando distribuidas en
todo el AcbC, pero la predominancia pasa a ser en la parte dorsal al aca, ademés de

aparecer neuronas marcadas en las partes mas ventrales del CPu. Por su parte, las
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inyecciones laterales en el VTA, como las mas mediales, mostraban grupos de neuronas
marcadas retrégradamente en el AcbSh restringidas a su porcion ventral o ventromedial
y a los CB vecinos. En la inyeccion M0413-B, que invade la SNC, también observamos
estas agrupaciones, aunque tanto su numero como su densidad son menores. En todas
las inyecciones laterales, y tanto en el AcbC como en el AcbSh los grupos de neuronas
marcadas retrégradamente se solapan con campos terminales de axones marcados
anterégradamente (ver mas adelante). Por otra parte, las inyecciones laterales en el VTA
coincidian con las mediales en que mostraban unas pocas neuronas marcadas en el VP
bilateralemente, de morfologia inequivocamente palidal, de gran tamafio y con dendritas
lisas, lineales y poco ramificadas. Los islotes de Calleja mostraban neuronas marcadas
retrogradamente en todas las inyecciones en el VTA lateral. En general, las neuronas
marcadas se localizaban en la periferia del ICj, si bien en un caso (M0402-B),
observamos una neurona marcada en el interior del ICjM. Esporddicamente también
observamos alguna neurona marcada retrogradamente en el estrato granular del OT
caudal (Fig. 2.10F).

En el estriado dorsal no observamos ninguna neurona marcada retrogradamente
con excepcion de la inyeccion M0413-B, ya comentada, que afectaba a la SNC. En esta
misma inyeccion, el palido lateral (globus pallidus) mostraba unas pocas neuronas
marcadas retrogradamente localizadas en el globus pallidus (Fig. 2.10G).

En cuanto a la amigdala, las inyecciones laterales dan una densidad de marca
retrograda mayor que las inyecciones mediales. En ambas divisiones de la amigdala,
palial y subpalial, la marca era principalmente ipsilateral, aunque en algunos nticleos
aparece alguna neurona marcada en el lado contralateral. Por otra parte, tanto en la
amigdala palial como en la subpalial la densidad de marca es mayor en los niveles
anteriores que en los posteriores. En la amigdala palial profunda, las inyecciones
laterales en el VTA mostraban neuronas marcadas dispersas en el area amigdalo-
hipocampica (AHi) y en los nticleos basolateral (divisiones posterior BLP y anterior
BLA) y basomedial (BMP y BMA; Fig. 2.10H-I). Aparentemente, las inyecciones
laterales daban una mayor cantidad de neuronas marcadas en el BMA que las
inyecciones mediales. La amigdala cortical (palial superficial) mostraba una notable
densidad de neuronas marcadas en la ACo y la CxA (Fig. 2.10G-H). Por su parte, la
amigdala anterior (cuya naturaleza palial o subpalial es incierta) presentaba una densa
poblacion de células marcadas tanto en sus porciones ventral (AAV) como dorsal

(AAD), que continuaba con la poblacion de neuronas marcadas en el LH (Fig. 2.10G).
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- | Cabe resaltar que en este continuo de
% VR - abundantes neuronas marcadas, no
| encontramos ni una sola neurona
marcada dentro del LOT, que aparecia
| sin marca rodeado de centros marcados.
En cuanto a la amigdala subpalial,

el polo posterior apenas si presentaba

ACo 7 — | unas pocas neuronas marcadas dispersas

Figura 2.11. Fotomicrografia digital de una | en el nicleo medial posterior (MeP) y en
seccion transversal de la amigdala medial o
anterior tras una inyeccion en el VTA lateral. la amigdala central (principalmente,

Bc: 500 pm.

aunque no solo, en su division lateral,

CeL). También aparecian algunas neuronas marcadas junto a las masas intercaladas,
sobre todo las anteriores. Pero la mayor densidad de neuronas marcadas se encontraba
en la MeA. Asi pues, el marcaje retrogrado en la amigdala subpalial es similar en las
inyecciones mediales y laterales en el VTA, salvo porque estas ultimas dan lugar a
mayor densidad de marca en la MeA y a algo de marca (aunque escasa) en MeP (Fig.
2.10H y Fig2.11).

En cuanto al marcaje en la amigdala extendida también es muy parecido al
observado tras inyecciones en la VTA medial. Asi, el BST mostraba unas pocas
neuronas marcadas retrogradamente en su porcion intraamigdalina (BSTIA) y una
densidad mayor en las divisiones medial posterior (sobre todo pero no exclusivamente
en su subdivision intermedia BSTMPI), lateral posterior (BSTLP), medial (BSTM, tanto
ventral como anterior) y lateral (BSTL, ventral y dorsal; Fig. 2.10F). Por ultimo, en la
parte sublenticular de la amigdala extendida, observamos un grupo prominente de
somas marcados en la SI y la parte caudal del VP, y algunas neuronas dispersas

marcadas retrogradamente en el IPAC, principalmente en su parte medial.

2.b. Marcaje anterdgrado en el telencéfalo (Fig. 2.10A-J)

Las inyecciones en el VTA lateral dieron, en general, méds marca anterdgrada en el
telencéfalo que las mediales. Ademas, a diferencia de las inyecciones mediales, en las
que la marca era bilateral, las inyecciones laterales daban marca casi exclusivamente
ipsilateral.

En la corteza cerebral, al igual que ocurria con las inyecciones mediales, las fibras

marcadas entraban en el isocortex a través de las capas 1 y 3 de la DTT (Fig. 2.10B).
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Desde la DTT las fibras se adentraban en la capa 1 y en las capas profundas del DP, IL,
PrL, con una densidad menor en capas intermedias. Desde estas regiones, en la corteza
peduncular dorsal y prelimbica, las fibras marcadas irradian a regiones corticales
adyacentes, que incluian el cortex orbitrofrontal, insular, y cingular-retrosplenial (Fig.
2.10A-F). Asi, se observaban plexos de fibras finas y varicosas en las capas
superficiales, y en menor medida en las capas intermedias, de distintas areas del cortex
orbitofrontal (MO, VO, LO), desde donde se extendian al cortex motor secundario
(M2). Por su parte, desde el cortex medial peduncular y limbico, se podian seguir fibras
marcadas en direccion caudal hasta el area Cgl en donde la densidad de marca era
apreciable, y hasta el area Cg2 y el cortex retrosplenial (RSG y RSA), en donde la
densidad de la marca era menor (Fig. 2.10G-H). Por su parte, en las capas profundas del
cortex limbico y prelimbico se observaban algunas fibras gruesas que se adentraban en
la sustancia blanca, por donde discurrian en direccion lateral y caudal hacia la insula. En
relacion con estas fibras, el cortex insular mostraba campos terminales conspicuos en el
area agranular (AI), cuya densidad decrecia en direccion caudal, y en las capas
profundas del Al y en el claustro (Cl), en donde la marca se podia seguir a lo largo de
todo su eje antero-posterior (Fig. 2.10B-J).

En el paleocortex, pudimos observar dos patrones de marca anterdgrada. Por una
parte, a niveles rostrales, algunas fibras finas con botones marcadas emergian del OT y
se extendian por la capa 2 del Pir adyacente al OT (Fig. 2.10B-F). Por otro lado, a
niveles més caudales (cuando desaparece el OT), observamos fibras marcadas en la
capa 1 del Pir que mostraban continuidad con las encontradas en la amigdala cortical
(ver mas adelante), asi como unas pocas fibras dispersas en su capa 3. Por ultimo, las
divisiones dorsal y ventral del nicleo endopiriforme (DEn y VEn) mostraban fibras
marcadas que no parecian estar conectadas con los campos terminales del Pir sino con
las fibras observadas en las capas profundas de la Al y en el Cl. En niveles mucho mas
caudales también encontramos unas cuantas fibras dispersas a lo largo de la corteza
ectorhinal.

Respecto al arquicortex, las inyecciones laterales en la VTA difieren de las
mediales en que la formacion hipocdmpica apenas presentaba fibras marcadas, excepto
en el hipocampo caudal en donde se apreciaban algunas fibras marcadas en el estrato
radiatum de CA1l (Fig. 2.10H-J). La inyecciéon MO0338-B, sin embargo, mostraba
marcaje anterogrado abundante en los estratos moleculares y en la capa granular (en su

parte mas externa) del giro dentado, asi como en CA2. Las inyecciones control (ver mas



Capitule 2

adelante) sugieren que esta marca se debe a que la parte més anterior de la inyeccion
afectaba ligeramente al SuM.

Todavia en territorios paliales, (Puelles, 2001) observamos algunas fibras
marcadas anterégradamente en el nicleo olfativo anterior, sobretodo en su parte medial
(AOM; Fig. 2.10A).

Tras inyecciones laterales en la VTA, como tras las inyecciones mediales, la
maxima densidad de fibras marcadas se observd en el subcortex, y mas especificamente
en el estriado ventral. Sin embargo, el patron de distribucién de fibras en el estriado
ventral difiere claramente del que se observa en inyecciones mediales (Fig. 2.9). Asi, en
clara contraposicion con lo observado en inyecciones mediales, tras las inyecciones en
la VTA lateral el Acb anterior mostraba una densa marafia de fibras varicosas marcadas
que se extendia caudalmente dando lugar a dos campos terminales, uno en el AcbC y
otro en el AcbSh (Fig. 2.10B-D). En el AcbC un denso campo terminal envolvia a la
comisura anterior completamente, y parecia extenderse hasta el CPu ventral (Fig.
2.10B-E). En el hemisferio contralateral a la inyeccion, el AcbC mostraba pequefios
campos terminales marcados en posicion dorsomedial en niveles anteriores, y mas
mediales y ventrales en niveles caudales. En el shell el AcbSh medial presentaba
algunas fibras marcadas aunque su densidad era mucho menor que tras las inyecciones
mediales. También observamos fibras marcadas en el ACDbSh ventromedial
contralateral, aunque su nimero era muy reducido. Por el contrario, las inyecciones
laterales en el VTA mostraban una marca muy prominente en el AcbSh ventral, en
donde ésta formaba densos campos terminales asociados con las agrupaciones de
neuronas marcadas retrogradamente cercanas a los CB. Desde estos campos terminales,
la densa marca anterograda se extendia a los CB adyacentes y a los ICj ventrales a €stos.
A diferencia de lo observado en las inyecciones mediales, los ICj laterales mostraban
fibras marcadas en su interior, mientras que en el ICjM y los ICj mediales las fibras
marcadas ocupan la periferia, sin inervar apenas su estrato granular. Otra diferencia con
las inyecciones mediales se aprecia en el OT, mientras que en las inyecciones mediales
los axones marcados anterogradamente aparecen exclusivamente asociados a ICj, en las
inyecciones laterales mostraban abundante marcaje anterégrado en todos sus estratos,
especialmente denso en el OT medial, en donde el marcaje era bilateral con clara
predominancia ipsilateral. Este campo terminal en el OT presentaba clara continuidad
con las fibras que inervaban el exterior de los ICj imbricados en el OT. Al igual que

ocurria en las inyecciones mediales, el VP mostraba fibras marcadas con una densidad
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mucho menor que el estriado ventral adyacente. En general, en las inyecciones en el
VTA lateral, como en las mediales, el marcaje en el complejo estriado-palidal ventral se
caracteriza por mostrar una codistribucion de marcaje retrogrado y anterégrado.

En cuanto estriado dorsal, en el CPu ventromedial se apreciaba un denso campo
terminal que mostraba continuidad con el marcaje del AcbC, y se extendia dorsalmente
(con una densidad menor) junto a la pared del ventriculo lateral hasta niveles bastante
caudales (Fig. 2.10B-H). En un caso, la inyeccion M0413-B, presentaba un campo
terminal marcado que abarcaba todo el CPu rostral, y se restringia al CPu mas dorsal
conforme avanzabamos en direccion caudal, ademas del CPu ventromedial. Es
necesario tener en cuenta que la inyeccion M0413-B afectaba ligeramente a la SNC, de
donde probablemente provenga la innervacion del polo mas rostral del CPu. La porcion
ventromedial del CPu anterior, adyacente al AcbC, compartia con el Acb una
caracteristica conectiva, ya que como en éste en el CPu ventromedial el marcaje
anterogrado y el retrogrado se solapaban parcialmente siendo mayor el campo terminal
marcado. Por su parte, en el globus pallidus observamos unas pocas fibras marcadas en
ambas divisiones, medial (MGP) y lateral (LGP). Aunque la mayoria de las fibras
marcadas eran lisas, sugiriendo que eran fibras de paso, unas pocas presentaban botones
axonicos (Fig. 2.10F-H).

En el septum (estriado-palido medial), la distribucion de fibras marcadas en las
inyecciones en el VTA lateral era similar a la observada en las inyecciones mediales, si
bien las inyecciones laterales daban lugar a marca ipsilateral (las inyecciones mediales
daban marca bilateral) y fibras en el nucleo dorsal del septum lateral (LSD), en el que
las inyecciones mediales apenas mostraban marca (Fig. 2.10B-F). So6lo en la inyeccion
MO0338-B, que afectaba ligeramente al SuM, se observo un incremento sustancial en la
densidad fibras marcadas en el MS.

Por ultimo, como en las inyecciones mediales, los territorios de naturaleza (al
menos parcialmente) palidal de transicion hacia el hipotdlamo predptico, como la
substantia innominata, LPO y MCPO, mostraban abundante marca anterégrada (Fig.
2.10E-F).

Al estudiar la inervacidon amigdalina tras inyecciones laterales en el VTA, se hizo
patente que ésta era mas abundante que tras inyecciones mediales. Asi, en el BLP
observamos un campo terminal conspicuo, especialmente denso junto al ventriculo
lateral y en los niveles mas anteriores del ntcleo (el BLP contralateral mostraba unas

pocas fibras marcadas; Fig. 2.10I). Como ocurria en las inyecciones mediales, de este
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campo terminal del BLP pueden seguirse unas pocas fibras marcadas hacia la APir y la
AHi. A niveles anteriores, este campo terminal del BLP parecia disgregarse, para dar
lugar a una inervacion dispersa del BMP anterior, el BMA, el BLA asi como de las
diferentes divisiones de la La (Fig. 2.10H). En la amigdala cortical, y aparte del marcaje
mencionado en la APir, observamos fibras marcadas dispersas en los ntcleos de la
amigdala cortical posteromedial (PMCo) y posterolateral (PLCo, en donde la marca
parecia concentrarse en capa 1; (Fig. 2.101-J), y rostralmente en el ACo y CxA (Fig.
2.10G-H). Como hemos dicho antes, tal y como ocurria en las inyecciones en el VTA
medial, las fibras del CxA mostraban continuidad con la marca anterégrada observada
en el Pir. En el LOT, observamos un fenémeno similar al descrito para las inyecciones
mediales: el LOT no presenta axones marcados, lo que contrasta con los nucleos
adyacentes ricos en fibras marcadas, especialmente la amigdala cortical anterior y de
transicion (CxA, ACo), el area anterior amigdalina (AA), y la division anterior de la
amigdala medial (MeA, ver abajo).

En la amigdala subpalial la densidad de marca anterograda también era mayor en
las inyecciones en el VTA lateral que tras las inyecciones mas mediales. Asi,
observamos fibras dispersas marcadas en la amigdala medial (Me), que se agregaban
para formar campos terminales mayores en las masas intercaladas de la amigdala (I), en
la Ce, especialmente su division medial (CeM), en la AStr y el BSTIA (Fig. 2.10 H).

Del mismo modo, la distribucion de fibras en la amigdala extendida era similar a
la observada tras inyecciones mediales. Asi, el BSTS presentaba unas pocas fibras
marcadas lisas y gruesas, posiblemente fibras de paso. En el BST propiamente dicho, las
partes mas caudales del BSTMPM mostraban numerosas fibras lisas marcadas que
desarrollaban densos campos terminales en todo el BSTMP que se extendian al BSTLP
y al BST mas anterior, incluyendo diversas subdivisiones de sus nucleos medial
(BSTMA y BSTMV) y lateral (BSTLJ, BSTLV y BSTLD; Fig. 2.10E-F). Por su parte,
el VP caudal y la SI, que conjuntamente forman la SLEA, mostraba un campo terminal
moderadamente denso, coincidente con la distribucion del marcaje retrégrado. Por
ultimo, en el IPAC aparecia un grupo de fibras marcadas restringido a la porcion
adyacente a la rama posterior de la comisura anterior (acp) y un plexo terminal marcado

bilateralmente en una region especifica del IPAC medial.
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3. Inyecciones control y experimentos de confirmacion

Para comprobar las proyecciones indicadas por el transporte anterdgrado y
retrogrado observado tras las inyecciones en el VTA realizamos una serie de
inyecciones control de dos tipos. Por un lado inyectamos trazadores en areas adyacentes
al VTA para comparar el marcaje con el de las inyecciones del VTA. Por otro,
inyectamos trazador en los centros del telencéfalo conectados con el VTA para

comparar los resultados de transporte desde el VTA.

3. a. Inyecciones control adyacentes al VTA

Invecciones en el nicleo supramamilar

Las inyecciones en el SuM (M0344-B, M0344-R) dieron lugar a un denso campo
terminal marcado anterégradamente en el septum, en ambas divisiones, lateral y medial,
aunque mas denso en su division medial y en la HDB. Ademas aparecian axones
marcados anterégradamente en el VP caudal y en el estrato granular del giro dentado.
Esta tltima proyeccion, descrita en la literatura (Leranth & Hajszan, 2007) nos permitio
detectar la difusion de la inyeccion al SuM en algunas inyecciones dirigidas al VTA y
descartar esta posibilidad en otras inyecciones restringidas a la porcion rostral del VTA.
Coincidiendo con el campo terminal en el septum, aparecieron numerosas neuronas
marcadas retrogradamente, asi como unas pocas en el AcbShM adyacente al septum. En
el VP aparecieron varios somas marcados, algunas veces aislados en niveles anteriores y

otras junto a los axones marcados.

Invecciones en la substantia nigra compacta

Tras inyecciones en la SNC (M0328-B; Fig. 2.12) obtuvimos un amplio campo de
marcaje anterégrado en el CPu, centrado en su parte dorsolateral, donde encontramos

que se extendia hasta niveles caudales. Ademas de este campo terminal grande

Figura 2.12. Fotomicrografias digitales de la inyeccion M0413B situada en la substantia nigra. En A
observamos el lugar de inyeccion. Be: 500 pum. En B observamos el estriado ventral y dorsal, con
abundante marca anterograda y retrograda en el AcbC y CPu. Bc: 500 um. En C observamos en
detalle el AcbC. Bc: 100 um.
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encontramos otros, uno en el septum medial y HDB, y otro en el VP, bilateral en ambos
casos. Hay que afiadir que también aparecian axones marcados anterégradamente en la
capa 2 del OT ipsilateral a niveles caudales (cuando cruza los hemisferios la comisura
anterior). En cuanto al marcaje retrogrado, obtuvimos unas pocas neuronas marcadas

ipsilateralmente en el CPu mas ventral, en el AcbShV, y bilateralmente en el VP.

Inyecciones en el area prerrubra

La inyeccion en el area prerrubra (M0327B, Fig. 2.13) nos dio un marcaje escaso
en el estriado, mostrando algunos axones marcados anterégradamente en algun IC;.
Donde si que observamos un marcaje mayor fue en el septum medial, donde se
apreciaban diversas fibras marcadas anterégradamente. A nivel del mesencéfalo
encontramos abundante marca anterégrada y retrograda en el nucleo rojo. Y con en
menor medida encontramos unos pocos somas marcado en la SNR, asi como unas

cuantas fibras marcadas en la VTA medial y el PAG.

-
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Figura 2.13. Fotomicrografias digitales de la inyeccion M0327B situada en el area prerrubra. En A
observamos el lugar de inyeccion. Be: 500 um. En B observamos el estriado ventral, con escasa
marca y el septum medial. En C observamos el mesencéfalo, con abundante marcaje en el nucleo

roio.

Inyecciones en el nucleo interpeduncular

Tras inyecciones en el nucleo interpeduncular (M0319B, M0402R) no observamos
marca anterdgrada ni retrograda en el estriado ni en el VTA. En su lugar observamos

marca retrograda en otras areas del ntcleo interpeduncular y en ambas habenulas.

Invyecciones en el nucleo reticulopontino

Realizamos una inyecciéon en el nucleo reticulopontino (M0329R) sin que

obtuviésemos marca anterograda ni retrograda en el estriado o el VTA.
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Invecciones en el fasciculo retroflejo

La inyeccion que realizamos en el fasciculo retroflejo (M0333R) no mostré marca
anterograda ni retrograda en el estriado ventral ni dorsal, ni tampoco en el VTA o SN.
En su lugar pudimos observar abundante marca anterégrada en la habenula ipsilateral y

el nucleo interpeduncular.

3. b. Inyecciones en centros diana del VTA

Invecciones en la amigdala medial

Tras la inyeccion en la amigdala medial (M0331B, Fig. 2.14 A-C) pudimos
observar marca anterograda en el VTA ipsilateral, principalmente en sus regiones

laterales.

Invecciones en la amigdala central

Al realizar una inyeccion en la amigdala central (M0231B, Fig. 2.14 D-F)
observamos escasa marca anterograda en el VTA. Estos pocos axones marcados

anterogradamente estan presentes a lo largo de toda la VTA.

, R
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Figura 2.14. Fotomicrografias digitales de la inyeccion M0331B y M0231B en la amigdala medial
anterior y central respectivamente. En A y D observamos el lugar de inyeccion. Be: 500 um. En B
observamos el marcaje anterégrado en el mesencéfalo. Observamos como aparecen fibras marcadas
principalmente el VTA lateral. En C observamos con detalle marcadas en el VTA. Bc: 100 um. En E
observamos el marcaje anterégrado en el mesencéfalo. Observamos como aparecen fibras marcadas
en todo el VTA ipsilateral, En F observamos con detalle marcadas en el VTA. Bc: 100 pm.
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Invecciones en el cortex prefrontal

Realizamos una serie de inyecciones en la corteza prefrontal, centradas en el area
orbitofrontal (M0423-B, M0423-R, M0424-B, M0424-R, Fig. 2.15). No encontramos
marcaje retrogrado en el mesencéfalo en ninguna de las inyecciones. En todas ellas,
encontramos un campo de terminacion conspicuo en el VTA ipsilateral (tanto en niveles
laterales como mediales) y en menor medida algunas fibras en el contralateral. Ademas,
formando un continuo con este campo terminal encontramos marcaje anterégrado en la
SNC cercana al VTA, aunque en ocasiones se prolongaba bastante lateral, y numerosas
fibras lisas marcadas en la parte basal del pedunculo cerebral (cp). Entre ambos
observamos algunas fibras marcadas en un ntimero menor en la parte reticular de la
substantia nigra (SNR). Medialmente, las fibras marcadas anterégradamente se
prolongaban por el RLi hasta la parte ventral del PAG, donde las fibras marcadas

parecian concentrarse en el Su3.
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Figura 2.15. Fotomicrografias digitales de la inyeccion M0423B en la corteza orbitofrontal. En A
observamos el lugar de inyeccion. Be: 500 pm. En B observamos el marcaje anterdgrado en el
mesencéfalo. Observamos como aparecen fibras marcadas en todo el VTA ipsilateral, asi como en la
SN y pedunculo cerebral.

Inyecciones en el septum

Tras inyecciones en el septum lateral (M0420B, M0312-B, Fig. 2.16 A) pudimos

observar un campo de terminacion marcado anterégradamente que abarcaba todo el
VTA ventral, aunque con una mayor incidencia en el VTA medial (Fig. 2.16 B y C).
Junto a estos axones marcados, aparecian también en el SuM y desde el VTA se
internaban en el RLi hasta el PAG, donde formaba otro campo terminal, sobre todo a
nivel dorsal, y se extendia por la linea media de los coliculos ipsilaterales. El marcaje

retrogrado obtenido fue similar al anterogrado. Obtuvimos somas marcados en el VTA,
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principalmente a nivel medial. Observamos algunas neuronas marcadas retrogradamente
en el SuM, contralaterales también. Y en el PAG, los somas retrogradamente marcados
eran un poco mas ventrales que el campo de terminacion descrito. Ademas pudimos
observar algunos somas en el MnR. Todo esto coincide con lo descrito previamente
(Risold & Swanson, 1997)

Ademas, las inyecciones que realizamos con RDA (M07139R, Fig. 2.16 D ) y las
observamos con microscopia de fluorescencia en vez de revelarlas con DAB,
observamos como ya hemos comentado, aparecian marcadas neuronas en el VTA, RLiy
PAG. Al realizar una inmunohistoquimica fluorescente para la TH pudimos comprobar
que habia algunas coincidencias entre las neuronas marcadas retrogradamente y las TH-

ir en todos los nucleos (Fig. 2.16 E).
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Figura 2.16. Fotomicrografias digitales de las inyecciones M0312B y M07139R en el septum lateral
corteza. En A observamos el lugar de inyeccion de M0312B. Bc: 1 mm. En B observamos el marcaje
anterogrado en el mesencéfalo, presente principalmente en el VTA medial y el PAG. Be: 500 pm. En
C observamos un detalle de B. Be: 100 um. En D observamos el lugar de inyeccion de MO7139R. La
RDA emite luz roja. Be: 100 um. En E observamos algunas neuronas dopaminérgicas (en azul,
anticuerpo fluorescente pata la TH) con puntos rojos que indicas el transporte retrogrado de la RDA.
Be: 100 pum.
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Inyecciones en el shell medial del niicleo accumbens
Hicimos una serie de inyecciones centradas en el AcbShM (M0303-B, M0419-B,
Fig. 2.17 A) que afectaron en alglin caso también el ICjM (M03030-B).

El marcaje retrogrado en el mesencéfalo consistia en un grupo mas o menos
compacto de neuronas en el VTA ipsilateral, en niveles intermedios del eje antero-
posterior. Las células marcadas se situaban cercanas a la linea media del VTA en sus
regiones mas caudales (Fig. 2.17D, G). Ademas pudimos observar alguna neurona
marcada en las regiones mas caudales del RLi. Fuera del mesencéfalo son destacables
algunos somas marcados retrogradamente en el cortex frontal, localizados en PrL e IL. .

En cuanto al marcaje anteroégrado, este era bastante extenso. En los niveles mas
anteriores del VTA, el marcaje anterégrado se concentraba en su parte mas medial y
rodeaba por completo al fasciculo retroflejo. A niveles mas caudales las fibras marcadas
se encuentraban junto a las neuronas marcadas retrégradamente, pero pudimos observar
fibras que se extendian en la parte lateral del VTA ipsilateral, asi como en la SNC mads
medial. Junto a estas observamos unas pocas fibras lisas en el c¢p. Ademas observamos

algunas fibras sueltas en el VTA contralateral medial y en el RLi caudal.

Inyecciones en el niucleo accumbens core

Tras inyecciones en el AcbC (M0332-R, M0337-B, M0338-R, M0339-B, Fig.

2.17B) observamos somas con depositos granulares de DAB dando un perfil puntuado
en las neuronas del mesencéfalo, aunque no obtuvimos ningun perfil completamente
marcado . Estas neuronas marcadas retrogradamente se situaban en la parte mas lateral
del VTA cercanas al lemnisco medial, aunque también vimos alguna cercana al
fasciculo retroflejo por su parte lateral. El hecho que el marcaje sea puntuado-granular
junto a la gran densidad de fibras marcadas anter6gradamente en la SNC nos impide
observar si existen neuronas marcadas retrogradamente en la SNC.

En el VTA apenas aparecian unas pocas fibras marcadas anterogradamente. Sin
embargo, como hemos adelantado, en la SNC hay una gran densidad de fibras marcadas
con botones en su parte mas medial, muy concentradas sobretodo en niveles anteriores.
A niveles mas caudales se extienden lateralmente por debajo del m/ hasta porciones

intermedias.
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Inyecciones en el caudatus putamen

Hicimos algunas inyecciones en el CPu, a nivel ventrolateral (M0333-B, M0105-
B, Fig. 2.17 C) y medial (M0439-B). En el caso de las inyecciones ventrales obtuvimos
un denso campo marcado en la SNR ipsilateral, siempre adyacente a la SNC en todo su
eje antero-posterior, que a niveles anteriores abarcaba desde la parte medial hasta la
intermedia, mientras que a niveles caudales se concentraba lateralmente. En este campo
marcado se podian distinguir numerosos axones con botones sinapticos marcados
anterégradamente que se extendian en menos cantidad hacia partes mas ventrales de la
SNR y mas mediales de la SNC. Ademas, entre estos axones pudimos observar somas
marcados retrogradamente en la SNR, aunque la marca era tan intensa que a veces era
dificil distinguirlos, y en la SNC medial pudimos ver algin soma marcado
retrogradamente. En el caso de la inyeccion medial obtuvimos un campo terminal

ipsilateral marcado anterdgradamente restringido a la SNR més medial. En ambos casos

encontramos fibras lisas marcadas anterégradamente en el cp.
\

Figura 2.17. Fotomicrografias digitales de las inyecciones M0419B, M 0339-B y M0333B en el
AcbShM, AcbC y CPu ventral. En A, B y C observamos el lugar de inyeccion de las diferentes
inyecciones. Bc: 500 um. En D, E y F observamos el marcaje en el mesencéfalo ventral, donde las
neuronas marcadas retrogradamente se observan en VTA medial, VTA lateral y transicion VTA-SN,
mientras que el marcaje anterogrado se sitia en areas mas laterales (visible claramente en E y F). En
G observamos un detalle de D, donde las neuronas marcadas retrogradamente estan situadas en el
VTA medial. Be: 100 pm. En H y I observamos los detalles de E y F, donde podemos observar que
algunas neuronas contienen un marcaje puntuado que indica transporte retrogrado desde el lugar de
inyeccion. Be: 100 pm.
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Discusion

La discusion se estructura en cuatro apartados. En primer lugar, hemos de tener en
cuenta algunas consideraciones metodologicas que afectan a la interpretacion de los
resultados. Después analizamos las aferencias al VTA reveladas por nuestros resultados
y su posible significado funcional. Mas especificamente, discutiremos los posibles
inputs sensoriales al VTA, en el contexto de los estimulos reforzantes naturales. En el
tercer apartado discutimos la actividad de las neuronas DAérgicas y su posible papel en
la sefializacion del refuerzo y en otras funciones. Y por ultimo discutimos la especial
disposicion entre las interconexiones del tegmento y el estriado y su posible significado

funcional.

Consideraciones metodologicas

Debido a que el VTA es un ntcleo heterogéneo y su morfologia varia a lo largo de
su eje anteroposterior (Garcia et al, 1966) y mediolateral, resulta muy dificil obtener
inyecciones que abarquen toda una zona del VTA, y al mismo tiempo estén restringidas
exclusivamente al VTA. Para poder descartar marcaje anterégrado o retrogrado que no
correspondiese por completo al VTA realizamos algunas inyecciones en estructuras
colindantes tales como el ntcleo interpeduncular, el area pre-rubra, la substantia nigra o
los nucleos reticulopontino y supramamilar, o el fasciculo retroflejo. Esto nos permitid
interpretar correctamente el marcaje que observabamos en algunas inyecciones que no
se restringian por completo al VTA y validar, por el contrario, el marcaje restante.
Igualmente, nos permitié asegurarnos de que algunas inyecciones estaban confinadas al
VTA.

Asi, el marcaje anterogrado observado en las inyecciones en el SuM nos permitio
eliminar de nuestra descripcion las fibras marcadas anterégradamente en algunas capas
moleculares del hipocampo y en la capa granular del giro dentado observadas, por
ejemplo, en la inyeccion M0338-B.

Otro problema metodologico inherente a la inyeccion extracelular de
neurotrazadores es que éstos no s6lo son captados por los somas y las fibras terminales
del lugar de inyeccion, sino que también pueden ser captados por “fibras de paso”, que
atraviesan el ntcleo de estudio hacia otros centros diana. En cualquier caso, al realizar

la descripcion de los resultados de las inyecciones que nos interesaban hemos tenido en
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cuenta las “fibras de paso” a partir de bibliografia previa para poder excluirlas del
estudio. En este sentido ha sido util la inyeccion restringida al fasciculo retroflejo.

Otra manera de solventar este problema es realizar inyecciones de trazadores en
los centros en los que se habia obtenido axones marcados anterogradamente tras las
inyecciones en el centro problema (en nuestro caso el VTA). En la medida de lo posible,
nosotros hemos usado esta estrategia inyectando trazadores en el nticleo accumbens, la
amigdala, el cortex frontal, el BST y el septum lateral. Tras estas inyecciones obtuvimos
somas marcados retrogradamente en el VTA, lo que confirma que el marcaje descrito
previamente en estos centros diana no se debe ni a nucleos colindantes ni a “fibras de
paso”.

El principal problema derivado del uso de trazadores que dan lugar tanto a
tranporte retrogrado como anterogrado es que no podemos descartar que parte de los
axones marcados anterégradamente sean axones colaterales de las neuronas
retrogradamente marcadas y por tanto, en realidad no se originarian en somas del lugar
de inyeccion. Por tanto, en aquellas areas que reciben una proyeccion del VTA y de
algiin nucleo que proyecte al VTA, no podemos estar seguros que todos los axones
marcados que hemos observado provengan del VTA. Este problema se plantea en
diversos casos como, por ejemplo, el palido ventral (VP), en donde las inyecciones en el
VTA dan lugar a fibras marcadas que podrian originarse no s6lo en la propia VTA sino
también en las neuronas marcadas retrégradamente del Acb (Fig. 2.6A). En algunos de
estos casos, las inyecciones en los centros diana también nos pueden permitir confirmar
la existencia de las proyecciones desde el VTA, como ocurre con la corteza prefrontal.
La corteza prefrontal proyecta al VTA y al Acb, y parte de los axones vistos en el Acb
pueden ser colaterales axdnicas de las neuronas marcadas retrogradamente en el PFC.
Sin embargo, el transporte retrégrado observado en la VTA tras las inyecciones en el
PFC nos permite confirmar esta proyeccion.

Por tanto, la interpretacion del marcaje anterogrado debe tener en cuenta la
posibilidad de que el origen de la proyeccion sea doble. Por ejemplo, cuando
observamos estrecha relacion espacial entre el marcaje retrégrado y el anterdégrado. En
el VP se observa lo que podrian ser contactos sinapticos entre axones marcados y somas
marcados, aunque estos hipotéticos contactos deberiamos confirmarlos mediante
microscopia electronica. De confirmarse estos contactos, las neuronas del VTA
proyectan sobre neuronas palidales que a su vez proyectan de vuelta al mismo grupo de

neuronas permitiendo una retroalimentacion casi inmediata. Es posible, sin embargo,
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que estos axones sean colaterales axonicas de neuronas del Acb, en cuyo caso las
neuronas palidales que proyectan al VTA, recibirian una proyeccion estriatal desde
neuronas que, a su vez, proyectan al mismo grupo de neuronas tegmentales. El circuito
seria mas complejo, y la respuesta no seria tan inmediata, pero la retroalimentacion

mediada por esta organizacion espacial se mantendria.

Aferencias comunes al VTA del ratén: anatomia funcional de los estimulos
reforzantes

Nuestros resultados coinciden con los estudios previos en ratas, tanto en las
aferencias del VTA (Phillipson, 1979; Swanson, 1982; Oades & Halliday, 1987; Geisler
& Zahm, 2005; Omelchenko & Sesack, 2005; Del Fava et al, 2007; Ikemoto, 2007),
como en sus eferencias, cuya descripcién se encuentra mas fraccionada en diversos
articulos (Brinley-Reed & McDonald, 1999; Kirouac & Pittman, 2000; Ohara et al,
2003; Ikemoto, 2007; Li et al, 2008).

Recientemente Geisler y Zahm (2005) han propuesto que el VTA deberia ser
considerado parte de la zona nuclear isodendritica del tronco del encéfalo (Ramon-
Moliner & Nauta, 1966) ya que sus neuronas poseen un arbol dendritico largo y poco
ramificado (Philipson, 1979) similar al de las neuronas de otras zonas de la “formacion
reticular”. Ademas, como hemos visto, las neuronas del VTA reciben proyecciones de
una gran variedad de areas de naturaleza bien distinta. Por todas estas caracteristicas, el
VTA tiene una notable capacidad integradora.

En este sentido, nuestros resultados sugieren la existencia de un patrén similar de
aferencias a las distintas porciones de la VTA desde diversos niveles del tronco del
encéfalo, el diencéfalo y el cortex telencefélico. Este patron parece similar en raton
(nuestros resultados) y en rata (Phillipson, 1979; Geisler y Zham, 2005). Estos hallazgos
nos inducen a pensar que las neuronas del VTA son capaces de integrar informacion de
diversas modalidades a través de este amplio abanico de aferencias convergentes que
pueden otorgar a las neuronas del VTA una gran excitabilidad con una baja
especificidad.

Dado que los estimulos reforzantes que hemos utilizado en nuestros experimentos
(ver capitulos 3 y 4) son el agua, el sabor dulce y las feromonas sexuales nos
centraremos en el sistema de la homeostasis hidrosalina, el sistema gustativo, y el
sistema vomeronasal (las feromonas sexuales son detectadas por el érgano vomeronasal;

Martinez-Ricos et al, 2008). Si la estimulacion de estos sistemas, como predice la
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hipotesis de la dopamina del refuerzo (ver Wise, 2004), desencadenan la liberacion de
DA en el Acb, la informacion de estas modalidades sensoriales deberia acceder al VTA.

La transmision de la informacién gustativa tiene varios relevos a lo largo del
encéfalo y encontramos una conexion entre algunos de ellos y el VTA. La informacion
procedente de los botones gustativos llega mediante los nervios craneales VII, IX y X
hasta su primer relevo en el nucleo del tracto solitario (NST, Astrom, 1953; Torvik,
1956). Desde éste hay una proyeccion ipsilateral al nicleo pontino parabraquial (PBN,
Schwartzbaum & DilLorenzo, 1982; Norgren, 1983), el cual proyecta bilateralmente al
nucleo gustativo talamico (o nucleo talamico posteromedial ventral, VPM, Norgren,
1983) y desde el VPM la informacion llega a la corteza gustativa (o insular, Norgren &
Wolf, 1975; Norgren, 1983; Kosar et al, 1986). De estos cuatro puntos de relevo de la
informacion gustativa no observamos marca retrograda en el VPM ni en el NST. Pero
como ya hemos descrito, tanto la corteza gustativa como las divisiones medial y lateral
del PBN presentan neuronas retrégradamente marcadas tras inyecciones en la VTA
(tanto mediales como laterales). Igualmente, existe una via gustativa desde el PBN al
hipotalamo lateral, que como hemos visto también proyecta al VTA, por lo que es otra
posible via de entrada de la informacion gustativa al VTA.

La accién de beber cuando una animal tiene sed es reforzante. Un animal que ha
sido deprivado trabajara para obtener agua. Sin embargo, los mecanismos que detectan
que el animal esta bebiendo e inhiben el acto de beber se encuentran en la boca y
esofago del animal, ya que la absorcion del agua y restitucion del estado homeostatico
de los fluidos del animal se produce un tiempo después de beber, unos 40-45 minutos
(Ramsay et al, 1977). Asi, parece que los receptores en la boca y garganta influyen en la
cantidad que un animal bebe, aunque son secundarios a los que se encuentran en el
intestino e higado. Thrasher et a/ (1981) midieron la cantidad de agua consumida y el
tiempo de consumo en perros a los que se les habia implantado una fistula géastrica en su
estomago. De esta manera podian dejar cerrada la fistula, de manera que los animales
absorbian el agua con normalidad y dejaban de beber entre 10-20 min antes de ser
absorbida, o dejarla abierta, vaciando el contenido del estomago del animal e
impidiendo que el agua fuese absorbida. Lo que observaron, es que no habia diferencia
ni en el consumo ni en el tiempo de saciacion (cuando dejaban de beber) entre los
animales con la fistula abierta o cerrada hasta pasado el tiempo de absorcion del agua,
aunque los animales con la fistula abierta volvian a beber al no recuperarse su estado

homeostatico. Si al contrario, los investigadores introducian agua por la fistula, de
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manera que esta no pasaba por la boca ni el es6fago, el animal mantenia la sed hasta que
el agua no habia sido absorbida y se recuperaban los niveles homeostaticos. Mediante la
eliminacion de las neuronas viscerales que proyectan por el nervio vago, o la lesion de
su lugar de proyeccion, el nucleo del tracto solitario (Sol) y el area postrema (Curtis et
al, 1996), observaron que las ratas consumian excesivas cantidades de agua,
especialmente en los primeros instantes del test. En el area postrema no hemos
observado neuronas marcadas retrégradamente, pero como hemos comentado
anteriormente con los estimulos gustativos, el NST proyecta al PBN y este al VTA. Por
lo que es muy posible que el refuerzo producido por el agua converja con el utilizado
con la informacién gustativa.

Sin embargo la sed, es decir, la motivacion por la ingesta de liquido, actua como
modulador del refuerzo. El agua resulta reforzante o no en funcion del estado
homeostatico del animal. Asi, para un animal saciado el agua no es reforzante. La sed es
desencadenada por dos tipos de estimulos. Por un lado, la llamada sed osmométrica es
provocada por la deteccion de una aumento de la osmolaridad del fluido intersticial. Por
otro, la sed volumétrica o barométrica es desencadenada por una disminucion del
volumen sanguineo detectado como una disminucion de la presion arterial. La sed
osmométrica es consecuencia de la activacion de los osmorreceptores del area
predptica: asi las lesiones del area predptica afectan sensiblemente a la sed
osmométrica, aunque no la hace desaparecer (Peck & Novin, 1971; Coburn & Stricker,
1978). Parece que estos osmorreceptores proyectan ipsilateralmente a la zona incerta
(Z1), que regula directamente el comportamiento de ingesta de liquidos (Mok &
Mogenson, 1986), muy probablemente a través de sus proyecciones a los ganglios
basales, la formacion reticular, el area gris periacueductal, el nucleo rojo y la columna
ventral de la medula espinal (Ricardo, 1981). Nuestros resultados muestran
proyecciones sobre el VTA tanto desde el area predptica como desde la zona incerta,
que podrian ser responsables de la motivacion por beber derivada de la sed
osmomeétrica.

La sed volumétrica depende del sistema renina-angiotensina, un par de hormonas
cuya produccion es provocada por disminuciones en la presion arterial detectadas por
los barorreceptores renales y provocan, entre sus multiples efectos en el cuerpo
(constriccion de los vasos sanguineos y aumento de la presion arterial, aumento de la
aldosterona y disminucion de la diuresis), un efecto central consistente en un

incremento de la motivacién por ingerir liquidos (la sed). La angiotensina II, la hormona
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responsable del efecto central del sistema, es detectada por el 6érgano subfornical (una
region circunventricular situada fuera de la barrera hematoencefalica y que posee
receptores para la angiotensina; Simpson et al, 1978). Las neuronas del organo
subfornical proyectan al ntcleo predptico mediano (MnPO, Miselis et al, 1979) el cual a
su vez contiene también receptores para la angiotensina II (aunque los receptores estan
en el interior de la barrera hematoencefalica y por tanto no esta expuesto a sangre). Lind
y Johnson (1982) proponen que serian las propias neuronas del érgano subfornical las
que interiorarian la angiotensina II y la utilizarian como neurotransmisor en el MnPO. A
su vez el MnPO proyecta al area lateral hipotalamica, area predptica, substantia
innominata, PAG (Uschakov et al, 2007) y VTA como hemos visto en nuestros
resultados. Por tanto, también la motivacion por beber derivada de la sed volumétrica
puede depender de las proyecciones desde el MnPO (y/o el area predptica) al VTA.

En cuanto a las posibles vias de entrada de la informacién vomeronasal en el
sistema del refuerzo tegmento-estriatal, las neuronas receptoras del 6rgano vomeronasal
envia directamente sus proyecciones a los bulbos olfativos accesorios (AOB), y después
de este primer relevo, la informacion llega a los diferentes subnucleos de la amigdala
vomeronasal, principalmente la amigdala medial, el nucleo cortical posteromedial
amigdalino y la parte posteromedial del nucleo de la stria terminalis (Scalia & Winans,
1975; Olmos et al, 1978; vonCampenhausen y Mori, 1999; Brennan, 2001). Desde aqui,
la informacion vomeronasal se proyecta a otros nucleos amigdalinos, incluyendo el area
amigdalo-hipocampica. Todos ellos parecen estar implicados en el control de
comportamientos reproductores y agonisticos desencadenados por sefiales quimicas de
conespecificos dado su patrén de conexiones con el hipotadlamo y el sistema septo-
hipocampal, asi como las presencia de receptores para esteroides sexuales (Canteras et
al., 1992; Canteras et al., 1995; Novejarque, 2008). Ademas, en la amigdala medial,
confluye también informaciéon de origen olfativo proveniente del bulbo olfativo
principal y otros centros corticales y amigdalinos (Pro-Sistiaga et al., 2007; Kang et al.,
2009). Nuestros datos indican que existe una conexion entre la amigdala medial y el
VTA, aunque ésta no sea masiva. Por esta via la informacion vomeronasal podria llegar
al VTA y estimular la liberacion de DA, desencadenado asi el refuerzo asociado a
feromonas sexuales (en general, a estimulos quimicos reforzantes). También puede
relevar informacion vomeronasal al VTA el nucleo de la stria terminalis, puesto que
recibe del bulbo olfativo accesorio y proyecta, como hemos visto, sobre el VTA. Esta

proyeccion es excitatoria en rata y se ha demostrado que activa las neuronas
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dopaminérgicas del VTA (Georges y Aston-Jones, 2002), aunque hasta donde sabemos
no existen datos funcionales sobre la posible participacion de esta proyeccion en el
refuerzo asociado a feromonas sexuales. Otra posible via de acceso de informacion
vomeronasal al sistema del refuerzo se origina en el nucleo posteromedial cortical de la
amigdala, que proyecta directamente al estriado ventral (Novejarque, 2008; Ubeda-
Bafion et al., 2008). Alli las neuronas de la amigdala posteromedial cortical podrian
estimular las neuronas del Acb o bien provocar la liberacion de DA mediante una
sindpsis axoaxonica en los axones provenientes del VTA (Floresco et al, 1998).

Al mismo tiempo, el VTA proyecta al nucleus incertus (Olucha-Bordonau et al,
2003) El nucleus incertus proyecta a través del mfb hacia estructuras telencefalicas,
como el septum medial e hipocampo. En el hipocampo se ha observado que grandes
poblaciones de neuronas sincronizan su actividad, por lo que pueden registrarse como
un patron de ondas electroencefalograficas, segun el estado de actividad del animal.
Resultan especialmente interesantes las ondas theta (Green & Arduini, 1954) que se
producen durante el suefio REM y cuando el animal despierto explora activamente
(Vanderwolf, 1969). Un animal an6smico no explora (Mandiyan et al, 2005), por lo que
es posible que la via de activacion de la exploracion por estimulos olfativos, vaya desde
la MeA hasta el VTA y desde aqui al nucleus incertus.

Ademas, hemos visto mediante marcaje retrogrado que el VTA recibe
proyecciones desde el nucleus incertus. Estas proyecciones se habian descrito con
anterioridad utilizando marcadores anterdégrados tras inyecciones en éste (Olucha-
Bordonau et al, 2003). Que el VTA esté interconectado con el nucleus incertus y éste
esté¢ implicado en la generacion y reseteo de las ondas theta del hipocampo, indica que
existe una estrecha relacion entre la exploracion y la atencion de eventos novedosos que
pueden tener relevancia biologica y por tanto pueden ser reforzantes.

Entre las diversas proyecciones hacia el VTA que hemos observado en nuestro
material y que pueden tener importancia funcional debido también a su implicacién en
los procesos de atencion (Dellu et al, 1991; Sturm et al, 1999; Kozak et al, 2005), los
cuales son necesarios para detectar un estimulo reforzante, destacaremos las
proyecciones ascendentes desde el nucleo tegmental pedunculopontino (PPTg) y el
nucleo laterodorsal tegmental (LDTg), grupos neuronales que poseen células
colinérgicas y glutamatérgicas. Mediante estudios electrofisiologicos en la rata se ha
comprobado que la activacion de estos centros provoca trenes de descarga en las

neuronas de la VTA (Floresco et al, 2003; Lodge & Grace, 2006). De hecho, Lodge y
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Grace (2006) observaron que la inervacion glutamatérgica desde el LDTg al VTA es
necesaria para que se produzcan trenes de descarga normales en el VTA, puesto que si
se inactiva esta proyeccion las neuronas DAérgicas tegmentales responden como lo
harian in vitro, con un patréon de disparo altamente regular y ausencia de trenes de
despolarizacién espontaneos o provocados por glutamato. Ademas, seguin Omelchenko
& Sesack (2005), la proyeccion desde el LDTg parece controlar no so6lo las células
DAérgicas, sino también las las células GABAérgicas de la VTA. Usando microscopia
electronica, estos autores observaron que aproximadamente el 50% de las proyecciones
del LDTg al VTA son excitatorias (asimétricas, probablemente glutamatérgicas) e
inervan a neuronas DA y GABAérgicas. Ademds comprobaron que en ambas
poblaciones neuronales (DAérgicas y GABAérgicas) las células que proyectaban a la
corteza prefrontal recibian por igual la proyeccion excitatoria, mientras que entre las
neuronas que proyectan al nucleo accumbens tan solo reciben el input excitatorio desde
el LDTg las neuronas DAérgicas, y no las GABAérgicas. El otro 50% de los terminales
axonicos desde LDTg son inhibitorios (contactos simétricos) e inervan por igual a las
neuronas GABA¢érgicas mesoprefrontales y mesoaccumbens, pero tan solo inhiben a las
neuronas DAérgicas que proyectan al cortex prefrontal. Asi, parece que el LDTg media
una influencia excitatoria sobre las neuronas DAérgicas del VTA que proyectan al
nucleo accumbens, y una inhibitoria sobre las GABA¢érgicas. Su efecto neto, por lo
tanto, es una activacion de la via tegmento-estriatal. De hecho, se ha visto que la
infusién local en la VTA de antagonistas del glutamato o de la acetilcolina (los
neurotransmisores dominantes en el LDTg), disminuyen la liberacion de DA en el Acb
tras la estimulacion eléctrica en el LDTg (Forster & Blaha, 2003; Lester et al, 2008).
Respecto a las aferencias descendentes sobre el VTA también existe una gran
divergencia en los neurotrasmisores utilizados. Muchas neuronas de diversos nucleos
que proyectan al VTA son glutamatérgicas (Geisler et al, 2007), principalmente desde
nucleos subcorticales (Geisler et al, 2007; Omelchenko & Sesack, 2007) ya que muchas
de las aferencias contienen VGIuT2 (transportador vesicular de glutamato subtipo 2)
que es caracteristico de neuronas subcorticales. Ademas de estas aferencias
subcorticales, como es ldgico también las aferencias provenientes de la corteza son
glutamatérgicas, y expresan VGIuT1 (transportador vesicular de glutamato subtipo 1,
caracteristico de neuronas corticales, Geisler et al., 2007). Esta proyeccion cortical se
origina principalmente en las capas profundas del PFC (corteza prelimbica e

infralimbica, corteza orbitofrontal y corteza cingulada), y en menor medida (menos del
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10% del total) en la corteza peduncular dorsal, corteza insular, en el nucleo

endopiriforme y el nucleo basolateral de la amigdala. Omelchenko y Sesack (2007)

usando microscopia electronica, observaron que en todas las neuronas de la VTA,

independientemente de su naturaleza (DAérgicas o GABAérgicas) recibian una mayor

proporcion de axones que contienen VGIuT2 (marcador de aferencias subcorticales) que

VGIuT1 (marcador de aferencias corticales). Ademas los axones VGlut2 acababan mas

proximalmente sobre el arbol dendritico de las células tegmentales. Por otra parte, la

proporcion de aferencias glutamatérgicas subcorticales (VGlut2) era mayor en las

neuronas tegmento-estriatales que en las meso-corticales. Estos datos sugieren que las
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Figura 2.18. Respuesta de neuronas DAérgicas
del VTA. En A frente a un refuerzo inesperado.
En B el animal ha asociado el estimulo predictor
al refuerzo, respondiendo las neuronas frente al
predictor y no frente al refuerzo. En C se produce
el estimulo predictor pero no se produce el
refuerzo en el plazo esperado, por lo que las
neuronas inhiben su respuesta. Modificado de
Schultz, 2001.

aferencias subcorticales tienen un peso
mayor en la actividad de las células de la
VTA que las corticales y, demuestran
diferencias claras entre los mecanismos
de control de la actividad de las neuronas
que proyectan al nucleo accumbens y las
que proyectan a la corteza prefrontal.
Esto concuerda con nuestros datos, a
pesar que nuestro estudio no ha sido
cuantitativo, si que hemos observado una
mayor  proporcion de neuronas
subcorticales marcadas en todas las areas
inyectadas del VTA.
Mediante la medicion
electrofisiologica de la actividad de las
neuronas tegmentales, Schultz (1998,
2001) ha propuesto una funcién para las
neuronas dopaminérgicas, alternativa a la
de senalizar el placer o el refuerzo.
Observd que la mayoria de las neuronas
DA¢érgicas se activaban de manera fasica
al encontrarse con algin refuerzo
inesperado (Fig. 2.18 A). Tras un periodo

de aprendizaje las neuronas DAcérgicas
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dejan de responder al estimulo reforzante, pero se activan frente al predictor, y por tanto
ha habido una transferencia del estimulo desencadenante de la activacion del reforzante
al predictor (Fig. 2.18 B). Por ultimo, si después de producirse el estimulo predictor el
refuerzo no llega o estd devaluado, se produce una inhibicion o depresion de la
actividad de las neuronas DAérgicas (Fig. 2.18 C). Si, por el contrario, tras el estimulo
predictor se produce un refuerzo mayor del esperado, las neuronas DAérgicas del VTA
vuelven a activarse por éste ultimo. Si el predictor se corresponde con la recompensa
esperada, no se producen cambios en la actividad eléctrica de la neurona. Ademas de
activarse en estos casos, las neuronas DAérgicas del VTA también se activan frente
algin estimulo de relevancia intenso o novedoso (Strecker & Jacobs, 1985; Ljungberg
et al, 1992; Horvitz et al, 1997). Y unas pocas neuronas DAérgicas del VTA se activan
después de estimulos aversivos, aunque con incrementos o descensos menores de la
actividad eléctrica (Chiodo et al, 1979; Schultz & Romo, 1987) o liberacion de DA en
el estriado (Louilot et al, 1986; Abercrombie et al, 1989; Doherty & Gratton, 1992;
Young et al, 1992). Es posible que esta respuesta frente a estimulos reforzantes o
aversivos, se deba a las diferencias en la actividad eléctrica de la subpoblacion descrita
por Lammel e al (2008) que observaron neuronas atipicas, que no poseian
autorreceptores D2 acoplados al canal Girk2, de rapida respuesta, bajos niveles de DAT
y que proyectaban al PFC, al AcbShM, al AcbC y BLA.

Sin embargo, las neuronas DAérgicas no parecen capaces de discriminar entre
diferentes tipos de recompensas. Son capaces de determinar la presencia o ausencia de
un reforzante y si era esperado o no, pero su funcion no parece ser determinar la
naturaleza del reforzante (probablemente debido a la diversidad de inputs que poseen
estas neuronas).

Por todo esto, Schultz propone que las neuronas DAérgicas codifican
componentes atencionales relacionados con el refuerzo sefalando errores en la
prediccion del mismo (Schultz, 2001). Las neuronas de otras estructuras cerebrales,
como el estriado, el cortex orbitofrontal o la amigdala, codificarian la calidad, cantidad
y la preferencia por los refuerzos (Schultz, 2001). Asi, la idea del refuerzo esperado
puede provenir del cortex orbitofrontal (Schoenbaum & Roesch, 2005). Se ha visto
mediante técnicas de imagen cerebrales que esta estructura se activa en actividades de
aprendizaje inverso (cuando el predictor de un refuerzo pierde su valor de predictor y el
sujeto ha de percibirlo) en humanos (Cools et al, 2002; Morris & Dolan, 2004;

Hampton et al, 2006) y las lesiones del orbitofrontal en ratas y primates impiden el
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aprendizaje inverso a pesar que su capacidad para aprender asociaciones originales
continua intacta (Meunier et al, 1997; McAlonan & Brown, 2003; Chudasama et al,
2003; Schoenbaum et al, 2003; Izquierdo et al, 2004;). Como hemos visto, existe una
proyeccion desde las neuronas del orbitofrontal a todo el VTA, por lo que el valor
esperado proveniente del orbitofrontal (probablemente inhibitorio de las neuronas del
VTA, Carr & Sesack, 2000) puede coincidir con los estimulos reforzantes en el VTA,
en cuyo caso que la actividad de las neuronas no se altera (Fig. 2.18B), mientras que si

no coincide se produce la inhibicién de las neuronas (Fig. 2.18C).

Vias tegmento-estriatales y estriado-tegmentales: una espiral de ida y vuelta (Fig.
2.19)

La relacion topografica medio-lateral en las conexiones entre el VTA y el estriado
ventral se ha descrito anteriormente en rata (Ikemoto, 2007) y en macacos (Haber et al,
2000). En ambas especies los dos centros estan profusamente interconectados segun un
complejo patron de conexiones. Este trabajo constituye el primer estudio de las
conexiones reciprocas entre el tegmento y el estriado en una especie tan utilizada para
investigaciones neurobioldgicas como el raton.

En este sentido, el transporte anterogrado observado en nuestras inyecciones
tegmentales indica que el VTA medial proyecta principalmente al AcbShM y a los ICj
mediales (incluyendo al ICjM). Estos datos son corroborados por el marcaje retrogrado
tras inyecciones en el AcbShM. Las inyecciones en el AcbShM también muestran
axones marcados en el VTA medial, mientras que tras las inyecciones en el VT A medial
se observa marcaje retrogrado en neuronas del AcbShM y los ICj mediales. Estos datos
indican que los componentes mediales del estriado ventral y los grupos tegmentales
dopaminérgicos estan conectados reciprocamente. Pero, ademads, las inyecciones en el
estriado ventral medial (AcbShM) dan lugar a un denso campo de marcaje terminal en
una zona del VTA lateral que no muestra neuronas retrogradamente marcadas. Este
marcaje indica la existencia de una via estriado-tegmental no reciproca.

Por su parte, las inyecciones de trazadores localizadas en esta zona del VTA
lateral dan lugar a abundante marcaje retrogrado y anterégrado en el AcbC y AcbSh
ventral, asi como en los ICj laterales y las partes mas mediales del CPu. También en
este caso, estos datos son refrendados por los resultados de las inyecciones de trazadores
en el AcbC, en las que se observan somas marcados retrogradamente en el VTA lateral

entre los que se aprecian unos pocos axones marcados anterégradamente. Asi pues,
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también entre los componentes laterales del estriado ventral y de la VTA parece existir
una conexidn reciproca. No obstante, el grueso del marcaje anterogrado tras estas
inyecciones en el AcbC se encuentra en la SNC medial, lo que indica la existencia de
una proyeccion AcbC-SN no reciproca.

Por su parte, las inyecciones en la SNC dan lugar a abundantes axones marcados
en distintas regiones del CPu, mientras que las inyecciones en el CPu marcaban un
denso campo terminal en la SNR.

Estos datos anatémicos indican que, en el raton, como describieron en el macaco
Haber et al (2000), existe una espiral tegmento-estriado-tegmental (Fig. 2.1). Las areas
mas mediales del estriado reciben proyecciones de los grupos mediales tegmentales
sobre los cuales proyectan de forma reciproca. Probablemente, este componente
reciproco de la via estriado-tegmental, posee una funcion de retroinhibicion o feedback
negativo sobre la via dopaminérgica tegmento-estriatal. Pero ademas, las proyecciones
desde estas regiones mediales del estriado son masivas hacia zonas mas laterales del
tegmento, las cuales activarian. Esto generaria una activacion de una nueva via
tegmento-estriatal mas lateral que se retroinhibiria (proyecciones de vuelta estriado-
tegmentales) y activaria un componente aun mas lateral, en una espiral funcional.

Este esquema supone la existencia de proyecciones directas desde las neuronas
estriatales GABA¢érgicas a las neuronas tegmento-estriatales dopaminérgicas, lo que
mediaria la retroinhibicion inducida por la via estriado-tegmental reciproca. Nuestros
datos son compatibles con esta interpretacion, dado que hemos observado no sélo
solapamiento entre el marcaje retrogrado y anterdgrado en el VTA tras las inyecciones
en el Acb, sino incluso cestas de axones marcados sobre somas retrégradamente
marcados. Del mismo modo, hemos observado axones marcados anterogradamente
sobre somas del nucleo Acb marcados retrogradamente tras inyecciones en el VTA.

No obstante el microscopio Optico no permite afirmar que existan contactos
sinapticos directos, que deberian comprobarse mediante observaciones al microscopio
electronico.

De la misma manera, para activar los componentes mas laterales de la via
tegmento-estriatal, las proyecciones estriado-tegmentales no reciprocas que se originan
en neuronas GABAérgicas del estriado ventral, deberian acabar sobre interneuronas
GABA¢érgicas del VTA y no hacerlo sobre neuronas dopaminérgicas. Con ello, esta via
mediaria una desinhibicion de las vias tegmento-estriatales laterales. Los datos

electrofisiologicos en la rata indican que, efectivamente, la estimulacion eléctrica del
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Acb provoca la activacion de neuronas GABAérgicas en el VTA (Steffensen et al,
1998), pero hacen falta mas estudios de la conectividad de el VTA y Acb para confirmar
la hipotesis propuesta por Haber et a/ (2000) y refrendada por nuestros datos en el raton.
La falta de solapamiento entre los campos de terminacion masivos y la zona en la que se
observan neuronas marcadas no significa necesariamente falta de conectividad, que
podria darse a través de dendritas distales. Sin embargo, las aferencias mas cercanas al
soma neuronal y las dendritas més proximas ejercen una mayor influencia en la
actividad eléctrica de la neurona que si fuesen en dendritas distales (Spruston et al,
1994; Magee & Johnston, 1997).

Nuestros datos anatomicos indican que, al menos en el raton, el grupo
dopaminérgico A10 presenta clara continuidad con un pequefio grupo de neuronas
dopaminérgicas TH-ir y DAT-ir presentes en la PAG (Capitulo 1), que constituirian de
hecho, la division mas medial del mismo. Los resultados del presente capitulo indican
que algunas de estas neuronas proyectan al LS (Fig. 2.16 E) y que las neuronas del LS
proyectan al VT A medial (marcaje retrogrado en LS tras inyecciones en VTA medial).
Aunque no podemos afirmar que las mismas neuronas del LS que reciben la proyeccion
DAérgica de las neuronas mas mediales del grupo A10 (en el PAG) proyecten de vuelta
al VTA medial, si que existe la prueba de que los tres centros estdn unidos con un
esquema que recuerda al de la espiral estriado-tegmento-estriatal. Por ello, sugerimos
que la espiral nigro-estriado-nigra que propuso Haber et al (2000) en macacos, se
extiende mas medialmente en el raton (a falta de estudios en otras especies) para incluir
el septum lateral como el componente estriatal mas medial (Swanson & Risold, 1999;
Lanuza et al., 2002; Lanuza & Martinez-Garcia, 2009) y el PAG como el componente
dopaminérgico mesencefalico més medial. Ello permitiria integrar el circuito
hipocampo-septal en la espiral estriado-tegmento-estriatal, lo que podria tener
importantes consecuencias funcionales en procesos tales como la adquisicion de

preferencia de lugar inducida por estimulos reforzantes.
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La espiral dopaminérgica y el refuerzo: juna funcion con cada vuelta?

Aunque hay pruebas evidentes de que las vias DAérgicas son clave en la
neurobiologia del refuerzo, no existe consenso sobre el papel de la neurotransmision
DA¢érgica en los distintos procesos que componen el refuerzo y la recompensa. Se ha
propuesto que la dopamina media el incremento de la motivacion inducido por los
estimulos recompensantes asi como otros procesos de aprendizaje asociados a los
mismos (Berridge y Robinson, 1998; 2003; Wise, 2004). Otros autores sugieren la

existencia de diferentes funciones de la transmision dopaminérgica, con diferentes

escalas temporales (Schultz, 2007), entre
las que destacan la participacion de la
liberacion fasica de DA en la sefializacion
de errores en la prediccion del refuerzo a A

partir de los estimulos que lo preceden CPu
(estimulos predictores). ‘

Nuestros datos anatdmicos permiten
elaborar una propuesta segun la cual en la
espiral estriado-tegmento-estriatal la DA
podria tener funciones diferentes con cada
paso de la espiral. La respuesta en el
estriado a la DA es heterogénea y
determinada por multiples variables, como
las complejas interacciones entre los
distintos receptores (DiChiara et al, 1994;
Starr, 1995; Arburthnott & Wickens,
1996; Wickens et al, 1996; Calabresi et al,
1997), por lo que la respuesta final

obtenida no depende exclusivamente de su

relaciébn con las neuronas tegmentales,

sino también de la propia idiosincrasia de .
prop Figura 2.19. Esquema de las conexiones de la

las neuronas estriatales. espiral tegmento-estriatal. Mientras las &reas
tegmentales dopaminérgicas proyectan a un area
Como hemos expuesto en el Capitulo | mas lateral en el estriado, la proyeccion de vuelta
. envia informacién al punto de origen y un area
I, la relacion en el septum de neuronas | mas lateral. De esta manera es capaz de
retroinhibir la sefial y que se desplace

estriatales y palidales es equivalente a la | ...
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que ocurre en los ganglios basales (Swanson & Risold, 1999). Nuestras inyecciones en
el VTA mas medial indican que los compartimentos estriatal (SL) y palidal (SM y
DBN) del septum reciben bilateralmente fibras del VTA medial y PAG, en lo que el
septum también se asemeja al complejo estriado-palidal ventral. Sin embargo, tras
inyecciones mas laterales en el VTA las fibras marcadas anterégradamente se restringen
al LS, concentrandose en su division dorsal ipsilateral. En los primeros experimentos de
autoestimulacion en ratas, Olds y Milner (1954) observaron que la implantacion de un
electrodo que los animales podian activar mediante una palanca, daba lugar a tasas de
activacion (palanqueo) muy elevadas en ciertas areas del cerebro, mientras que en otras
no provocaba ningun cambio en la tasa de respuesta del animal o llegaban incluso a
reducirla. Curiosamente la primera area cerebral en las que la implantacion de
electrodos indujo la autoestimulacion fue el LS (y en menor medida el Cg y mt). Es
posible que Olds y Milner (1954) estuviesen activando el inicio de la espiral tegmento-
estriatal, provocando una activacion de toda ella, lo que explicaria el refuerzo de la
estimulacion en el LS.

Todo esto es consistente con la idea que proponiamos en el Capitulo I, de que la
sincronia de la DA con ciertos inputs hipocampicos puede participar en ciertos procesos
de aprendizaje (Simon et al, 1986), o situar en el espacio ciertas condiciones
reforzantes, que después serian empleadas para determinados aprendizajes, como el
condicionamiento de preferencia de lugar.

En otras areas del estriado los inputs desde el tegmento convergen con
proyecciones glutamatérgicas desde otras regiones del cortex. Presumiblemente la
activacion sincronica de estos inmputs convergentes esta implicada en fendmenos de
plasticidad sinaptica subyacentes a diferentes procesos de aprendizaje. Asi, es posible
que la funcion de la DA en el AcbSh esté mas relacionada con los procesos primarios de
la recompensa (Berridge & Robinson, 2003), mas directamente relacionados con la
hedonia (/iking). Al ir avanzando en esta espiral, el papel de la DA podria estar mas
relacionado con la prediccion de errores o la motivacion del animal (wanting) para
obtener el refuerzo (Salamone et al, 2002; Salamone & Correa, 2002; Berridge &
Robinson, 2003). Por tltimo, las vias finales (laterales) de la espiral participarian en la
adquisicion de automatismos comportamentales y de pautas motoras, con los que se
relaciona el estriado dorsal (Miller, 1983; Marsden and Obeso, 1994; Jueptner and
Weiller, 1998; Canales & Graybiel, 2000; Rebec, 2006). De hecho, se sabe que esta

espiral tiene una fuerte relacion con los habitos y adicciones. Belin y Everitt (2008)
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demostraron que interrumpiendo esta espiral disminuyen significativamente los
comportamientos compulsivos para la obtencion de cocaina en ratas altamente
entrenadas. Para ello provocaron la lesion unilateral del AcbC y la inyeccion en el
estriado contralateral de un antagonista de la DA. Esta interrupcion del final de la
espiral, provoca una disminucion de pautas motoras estereotipadas o automatismos para
la obtencion de droga (segun los autores comportamientos compulsivos).

En este sentido, Winter et al/ (2008) observaron que se mantenia la tasa de
respuesta con un estimulo devaluado en ratas entrenadas que habian sufrido una lesion
del nucleo subtalamico. Estas ratas parece que no eran capaces de percibir la
devaluacion del estimulo (comida cuando ya no sufrian una situacion de restriccion) y
mantenian el comportamiento compulsivo de apretar la palanca. Cuando, se realizé el
estudio neuroquimico del cerebro de estas ratas se observo un descenso en la DA en el
CPu (pero no el Acb), junto a una disminuciéon de la serotonina en PrL, IL, CPu, GP y
SN/VTA.

Otra prueba, esta vez de caracter clinico, de la relacion entre el CPu y los
movimientos estereotipados o automatizados nos la dan los pacientes que sufren corea
de Huntington, quienes no pueden evitar hacer movimientos estereotipados
incontrolados. En estos enfermos se ha observado una muerte de las neuronas
GABAérgicas del CPu (Bird & Iversen, 1977) que proyectan hacia la division externa
del GP (Carpenter, 1976, Gandia & Gimenez-Amaya, 1991). Probablemente estas
neuronas participan en procesos inhibitorios de movimientos o comportamientos
automatizados, por lo que su desaparicion desencadena la ejecucion incontrolada de
estos movimientos.

Los ganglios basales, en su conjunto, forman parte de un sistema mayor del que
forman parte circuitos reverberantes que comienzan en diversas areas corticales que
proyectan sobre regiones discretas del estriado (vias cortico-estriatales), las cuales
proyectan al palido, éste al tdlamo y éste, finalmente, de vuelta al area cortical que
originaba el circuito (Middleton & Strick, 2000). Los diferentes circuitos cortico-
estriado-talamo corticales reverberantes, originados en distintas areas de la corteza, no
se encuentran interconectados directamente. Globalmente, estos circuitos participarian
en la cognicidn, toma de decisiones y el aprendizaje usando criterios de economia del
esfuerzo y el beneficio del refuerzo (Haruno & Kawato, 2006).

En este marco neuroanatémico, las vias DA sobre el estriado podrian coordinar los

diferentes circuitos cortico-estriatales, integrando los componentes afectivos (refuerzo;
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inputs prefrontales, hipocampicos y amigdalinos sobre el estriado medial y ventral), con
los cognitivos (vias corticales al estriado ventral y dorsal desde areas limbicas
multimodales como las PrF y Cg; Alexander et al, 1990; Eblen & Graybiel, 1995;
Sorensen et al, 1995; Christensen et al, 1999) y los motores (inputs somatotopicos
desde las areas corticales motoras y premotoras al estriado dorsal; Takada et al/, 1998;
Gerardin et al, 2003) del comportamiento y el aprendizaje. Dado que, como hemos
dicho, éstos circuitos no estan conectados entre si, la modulacion de las vias cortico-
estriatales por las aferencias DAérgicas tegmentales (Schultz & Dickinson, 2000;
Takikawa et al, 2004), a través de las sucesivas vueltas de la espiral estriado-tegmento-
estriatal jugaria un papel clave para la coordinacién de estos componentes en respuestas
comportamentales adaptativas complejas que incluyen procesos de aprendizaje y
plasticidad.

Esta hipdtesis viene refrendada por los estudios de Haruno y Kawato (2006),
quienes usando técnicas funcionales de neuroimagen (resonancia magnética funcional)
comprobaron que en los seres humanos los circuitos afectivos y cognitivos de este
circuito cortico-estriatal (corteza cingular anterior y nucleo caudado) se activan al
principio del aprendizaje, cuando se realiza mayoritariamente una estrategia de
prediccion de error. Sin embargo, en las fases finales del aprendizaje, cuando los sujetos
actuan con una estrategia estimulo-respuesta estereotipada, se activan circuitos mas
laterales y meramente motores, relacionados con la formacion de hébitos y estereotipias,

como el area premotora y el nicleo putamen.
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Capitulo llI:

La lesion selectiva de neuronas
dopaminérgicas del area ventral tegmental en
hembras de raton reduce la preferencia por la

sacarosa pero no por las feromonas sexuales

de macho.
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Introduccion

La via dopaminérgica meso-cortico-limbica, que como hemos descrito en el
capitulo II conecta el area ventral tegmental del mesencéfalo (ventral tegmental area,
VTA) con el nicleo accumbens (Acb), la amigdala y la corteza prefrontal, parece estar
implicada en la senalizacion de las propiedades reforzantes tanto de refuerzos naturales
(Kelley & Berridge, 2002) como de drogas de abuso (Everitt & Robbins, 2005).
Evidencias experimentales derivadas de estudios de auto-estimulacion (Olds & Milner,
1954), de los efectos de agonistas y antagonistas de la dopamina (DA) sobre el refuerzo
(Wise, 2004), asi como de los analisis de liberacion de DA en el Acb en respuesta a
diferentes estimulos reforzantes, apoyan la teoria que dichas propiedades se deben a la
capacidad de estos estimulos de provocar que las neuronas del VTA liberen DA en el
Acb (Wise & Rompre, 1989). Esto ha sido comprobado con diferentes clases de
estimulos reforzantes naturales, como por ejemplo la comida, el agua o el sexo
(Westerink et al., 1994; Becker et al., 2001; Hajnal et al., 2004).

En este contexto, nuestro laboratorio ha demostrado que las hembras de raton
muestran una atraccion innata hacia las feromonas sexuales de macho. Esta atraccion se
puede observar de manera muy robusta en un test de preferencia entre dos estimulos
(Moncho-Bogani et al., 2002; 2005). Hay evidencias que indican que esta atraccion no
se debe a un efecto novedad (investigacion de un estimulo novedoso) ya que no es
mostrada ni por volatiles derivados de viruta ensuciada por ratones macho ni por olores
sintéticos novedosos (citralva, Martinez-Ricos et al., 2007). Ademas, las sefales
quimicas derivadas de macho pueden inducir una preferencia condicionada de lugar en
hembras (Martinez-Ricos et al., 2007), lo que indica que las feromonas constituyen un
refuerzo natural. Esta idea es corroborada por el hecho que las feromonas sexuales
activan la expresion de c-fos en algunos nucleos del sistema del refuerzo (como la
amigdala basolateral y la zona periférica medial -shell- del Acb; Moncho-Bogani et al.,
2005).

Al contrario que otros refuerzos naturales que dependen del gusto y de los
sistemas de percepcion visceral y/o somato-sensorial, los estimulos feromonales se
procesan principalmente por el sistema vomeronasal, que incluye partes del complejo
amigdalino (Halpern & Martinez-Marcos, 2003). Los resultados expuestos en el
Capitulo II confirman estudios anteriores de las aferencias al VTA en rata (Phillipson,

1979; Geisler & Zahm, 2005) que revelan una escasa inervacion de origen vomeronasal
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al VTA, originada en la amigdala medial y algunas subdivisiones del nticleo de la stria
terminalis. En contraste con estas escasa inervacion vomeronasal del VTA, partes del
complejo amigdalino proyectan masivamente al Acb (Pitkanen, 2000; Novejarque,
2008), lo que sugiere que las propiedades reforzantes de las feromonas sexuales podrian
deberse a las proyecciones desde la amigdala al Acb, tal como indica la expresion de c-
fos (Moncho-Bogani et al., 2005), en vez de a la via dopaminérgica desde el VTA al
Acb.

Para explorar esta posibilidad, analizamos los efectos de lesiones con 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) en neuronas dopaminérgicas del VTA sobre la atraccion
innata que las hembras adultas muestran por las feromonas sexuales de macho. Con el
objetivo de comparar con otro estimulo reforzante natural, también comprobamos en
estos mismos animales si la lesion afectaba al consumo de sacarosa (cuya dependencia
de la integridad del VTA habia sido previamente demostrada, Shimura et al., 2002).
Nuestros resultados indican que mientras las lesiones del VTA dan lugar a un descenso
en el consumo de sacarosa en periodos largos, no tienen ningtn efecto sobre la atraccion
de las hembras de ratdon por feromonas sexuales. Los resultados se discuten a la luz de
recientes investigaciones sobre las bases neurales del refuerzo que proponen funciones
alternativas para la DA en procesos relacionados con el refuerzo, como por ejemplo,
indicadora del valor incentivo que poseen los estimulos reforzantes o mediadora de la
asociacion entre el refuerzo y sus estimulos predictores (Berridge & Robinson, 1998;

Spanagel & Weiss, 1999; Schultz, 2002; Wise, 2004).



Material y Métodas

Material v métodos

Animales y disefio experimental

Estos experimentos se realizaron utilizando hembras de raton de la cepa CD-1
(Harlam, Barcelona, Espana), que fueron tratadas de acuerdo con las Directivas del
Consejo de la Comunidad Europea del 24 de Noviembre de 1986 (86/609/EEC). Para
asegurarnos que las hembras utilizadas en estos experimentos nunca habian estado
expuestas a sefiales quimicas de machos sexualmente adultos, pusimos las hembras
prefiadas en una habitacion limpia sin machos. Diecinueve dias después del nacimiento
(atn lejos de su pubertad) se determino el sexo de las crias y se retiraron los machos
prejuveniles de la habitacion. Las hembras se utilizaron en los experimentos a una edad
de 9-12 semanas. Utilizar estas hembras “quimicamente virgenes” tiene la ventaja que
su comportamiento quimio-explotarorio por el sustrato utilizado por machos (ver mas
adelante) no se ha modificado por la experiencia previa y, por lo tanto, evidencia su
atraccion innata por las feromonas sexuales de macho (Moncho-Bogani et al., 2002).

Veinticuatro hembras adultas “quimicamente virgenes” de raton se asignaron al
azar al grupo control (n=8, cirugia simulada) y el grupo con el VTA lesionada (n=16).
Después de la cirugia y el periodo de recuperacion, se testd la atraccion de las hembras
por los compuestos quimicos contenidos en el sustrato utilizado por machos de raton. A
continuacion, se realizd un control funcional del efecto de las lesiones dopaminérgicas
en el VTA comprobando la preferencia por liquidos endulzados, comportamiento que
depende de la integridad del VTA (Shimura et al., 2002). Por ultimo, los animales
fueron perfundidos y sus cerebros se procesaron para la evaluacion histologica de la

lesion.

Cirugia y cuidados post-operatorios

Todos los procedimientos quirirgicos se realizaron en ratones anestesiados con
pentobarbital sodico (60 mg/kg i.p.). Se inyectd intraperitonealmente sulfato de atropina
(0.4 mg/kg) con tal de reducir la depresion cardio-respiratoria. Cada animal se situd en
un marco esterotdxico y recibieron alternativamente inyecciones bilaterales de
neurotoxina (grupo lesionado) 6 de vehiculo (grupo simulado) en el VTA. Las lesiones
fueron realizadas inyectando 0.3 ul de una solucion 10mM de 6-OHDA hidrobromido
con 0.01% de acido ascorbico (Sigma, Saint Louis, MO) en 0.9% solucion salina,

usando una jeringa Hamilton de 10 pl acoplada una micropipeta de vidrio (didmetro
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interno, 10um). Se realizaron inyecciones bilaterales en las siguientes coordenadas: -3.5
mm caudal desde bregma, 0.25 mm desde la linea media y 4.5 de profundidad desde la
superficie cerebral (adaptado a la cepa CD-1 desde Paxinos & Franklin, 2001). La punta
de la pipeta permanecid en el sitio por 10 minutos después del final de la inyeccion.
Treinta minutos antes de la inyeccion de 6-OHDA o del vehiculo, los animales
recibieron una inyeccion de desipramina (Sigma, Saint Louis, MO; 25 mg/Kg) para
restringir el efecto neurotoxico de la droga a las células dopaminérgicas.

Todos los ratones tuvieron un periodo de recuperacion post-quirargico de al
menos 12 dias antes del comienzo de los tests comportamentales. Como las lesiones del
VTA pueden provocar afagia o adipsia, se control6 diariamente el peso de los animales
después de la cirugia. Aquellos ratones que mostraron pérdida de peso fueron
alimentados con comida humedecida hasta su recuperacion. Todos los animales habian

recuperado su peso prequirirgico cuando empezaron los tests comportamentales.

Tests de preferencia por las sefiales quimicas derivadas de machos y
comportamiento quimio-investigador

Los tests de preferencia estdin basados en Mossman y Drickamer (1996). Se
utilizaron cajas de plastico (25 x 50 x 30 cm) con sustrato limpio, divididas en dos
camaras iguales conectadas por una puerta. Los estimulos (sustrato limpio o utilizado
por machos) se pusieron en dos recipientes de vidrio que median 5 x 12 x 12 cm,
localizados en esquinas opuestas de la caja. Cada recipiente contenia 10 g de sustrato
limpio o utilizado por macho. En el test control de preferencia, se disponia sustrato
limpio en ambos recipientes (clean-clean preferente test, C/C). En el test de preferencia
de macho contra limpio (C/M) el recipiente de la derecha contenia sustrato utilizado por
macho y el recipiente izquierdo contenia sustrato limpio (previamente se ha demostrado,
en tests similares de preferencia, que el comportamiento de las hembras es
independiente de en que lado de la caja se localice el sustrato utilizado por macho, ver
Moncho-Bogani et al,. 2002; Martinez-Rico6s et al., 2007).

El sustrato utilizado por macho se recogio de diversas cajas que contenian machos
adultos con experiencia sexual durante un periodo de 3-5 dias. Para asegurarnos una
composicion homogénea a lo largo del experimento, el sustrato de las diversas cajas se
mezclo y almacen6 en un congelador hasta el dia del experimento.

En el test de preferencia, el compartimiento de inicio de los animales fue decidido

al azar y su comportamiento quimio-investigador se registrd6 en video durante 5
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minutos. Una persona que desconocia las condiciones experimentales midi6 el tiempo
que cada animal gastaba investigando cada uno de los recipientes. Se consideraba que
un ratoén estd investigando un determinado recipiente cuando sitiia su hocico sobre el
recipiente o muy cercano a menos de 1 cm de éste.

Antes de la cirugia, todas las hembras fueron habituadas a la manipulacién y a la
caja de de test (10 minutos al dia durante dos dias) y se les realiz6 un test C/C
(prequirurgico). Este test se utilizd posteriormente para comprobar si los animales de
cada grupo mostraban preferencia por alguno de los recipientes de la caja experimental
(ver Resultados). Después del test control prequirurgico las hembras se asignaron al
azar al grupo control o al experimental. Tras el tiempo de recuperacion postoperatorio,
todas las hembras (de los grupos SIMULADO y LESIONADO) pasaron de nuevo por
dos dias de habituacion y se les realizé un test C/C. Como medida del comportamiento
exploratorio global, medimos el tiempo invertido en la exploracion de ambos recipientes
en los tests pre y postoperatorios. Los animales que mostraron un descenso considerable
en su comportamiento exploratorio después de la intervencion fueron descartados,
tomando como criterio de descarte que el tiempo de exploracion total de ambos
recipientes fuese menor que el 25% del tiempo de exploracion total antes de la
operacion. Con este criterio resultd descartado un animal de cada grupo (SIMULADO y
LESIONADO). Después del test C/C postoperatorio se realizo el test de preferencia por
sefales quimicas derivadas de machos (C/M, sustrato limpio contra sustrato utilizado

por macho).

Test de actividad locomotora

Las lesiones de la via tegmento-estriatal pueden afectar también a la actividad y
movilidad de los animales (Koob et al., 1981; Parkinson et al., 2002), lo que podria
hacer que las medidas del comportamiento investigador no fuesen fiables. Para analizar
el efecto de estas lesiones en la movilidad de los animales, la actividad motora fue
medida en las grabaciones post-quirtirgicas en el test control (C/C) dibujando tres lineas
equidistantes en la pantalla, paralelas al eje menor de la caja, y midiendo el nlimero de

lineas cruzadas por cada animal.
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Test de preferencia por el sabor dulce

En el test de preferencia por el sabor dulce los ratones tuvieron acceso simultaneo
a dos botellas, una que contenia agua y una segunda que contenia una solucién 0.1 M de
sacarosa. La localizacion (lado izquierdo o derecho) de las botellas que contenian cada
liquido fue asignada al azar para cada animal. Medimos el consumo de agua y la
solucion de sacarosa en un periodo de 48 horas pesando ambas botellas antes y después

del test.

Metodologia histologica

Al final de los experimentos, los ratones fueron anestesiados con una sobredosis
de pentobarbital sodico (0.14g/Kg) y perfundidos a través del corazén con tampdn
fosfato 0.9% NaCl (PBS) seguido de formaldehido 4% en tampon fosfato 0.1 M (pH
7.4). Se extrajeron los cerebros y se post-fijaron durante 4 h en el mismo fijador a 4 °C,
y se crioprotegieron en sacarosa al 30% hasta que se hundieron. Usando un microtomo
de congelacion, obtuvimos secciones coronales de 40 um de espesor en cinco series
paralelas preparadas para el analisis histologico de la lesion.

La extension de la lesion fue valorada mediante la estimacion del niimero de
células dopaminérgicas en el VTA de cada animal. Para marcar células dopaminérgicas
especificamente, detectamos el transportador de la dopamina (DAT) usando protocolo
inmunocitoquimico del complejo avidina-biotina-peroxidasa, tal como se ha descrito en
el capitulo primero. Para evaluar la extension de la lesion analizamos tres niveles del
VTA, anterior (coordenada AP, -3.08 mm desde Bregma de acuerdo con Franklin &
Paxinos, 2001), intermedia (coordenada AP, -3.28) y caudal (coordenada AP, -3.52
mm). Usando una camara clara se dibujé cada seccion y se cont6 el nimero perfiles de

somas positivos para el DAT en ambos lados del VTA.

Tratamiento de los datos y analisis estadistico

Los datos relativos a la extension de la lesion del VTA, a la movilidad y al
comportamiento exploratorio, al tiempo gastado investigando el sustrato limpio o
utilizado por macho y al consumo de agua y sacarosa fueron analizados
estadisticamente usando el paquete de software SPSS (version 11.5). La normalidad de
las variables fue evaluada mediante un test de normalidad Kolmogorov-Smirnov con la
correccion de Lilliefors, aplicada separadamente a los datos de los animales de los

grupos SIMULADO y LESIONADO (ver mas adelante). Este test mostro que los datos
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del nimero de células inmunopositivas en el VTA, movilidad y comportamiento
exploratorio, asi como los datos del tiempo invertido investigando el sustrato limpio o
utilizado por macho, seguian una distribucion normal (p-valores > 0.05).
Contrariamente, los datos del consumo de agua, de sacarosa y el consumo total (la suma
de ambos consumos) seguian una distribuciéon normal en el grupo SIMULADO (p >
0.05) pero no en el grupo LESIONADO (p < 0.05). La diferencia del consumo de las
dos soluciones (sacarosa menos agua) seguia una distribucion normal en el grupo
SIMULADO (p > 0.05) pero en el grupo LESIONADO el valor de p obtenido en el test
de normalidad era marginalmente significativo (p = 0.058). Por lo tanto utilizamos un
test no paramétrico para analizar los resultados del test de preferencia por sacarosa (ver

mas adelante).

Control histoldgico de la lesion

Aquellos animales del grupo LESIONADO que mostraron un elevado nimero de
perfiles de células inmunoreactivas para el DAT (indicando una lesion relativamente
pequena) fueron descartados de los siguientes andlisis estadisticos (excepto para el
estudio de correlacion, ver mas adelante). Esto dio como resultado un tamafio de
muestra de siete animales para cada grupo. Los datos del nimero de perfiles en los
grupos SIMULADO y LESIONADO fueron analizados con una prueba ANOVA de una

via.

Comportamiento quimio-investigador

Un test t-Student para muestras emparejadas fue utilizado para comparar el tiempo
de exploracion de ambos recipientes en el test control pre-quirtirgico. Para evaluar
posibles diferencias en el comportamiento quimioinvestigador del sustrato limpio o
utilizado por machos, el tiempo utilizado explorando cada recipiente fue analizado
utilizando una prueba ANOVA de tres vias, con los tests (C/C, C/M) y la localizacién
de los estimulos (izquierda o derecha) como variables intrasujetos y grupo
(SIMULADO y LESIONADO) como variable intersujetos, seguido cuando era
apropiado por una comparaciéon de pares multiple con la correccion de Bonferroni. El
tiempo total utilizado investigando ambos recipientes también fue analizado usando una

prueba ANOVA de una via comparando los grupos SIMULADO y LESIONADO.
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Preferencia por sacarosa

Como los datos del consumo de agua y sacarosa no siguen una distribucion
normal, utilizamos el test no paramétrico U de Mann-Whitney para analizar los efectos
de la lesion en este test de preferencia. Se analizaron las siguientes variables: consumo
de sacarosa, consumo de agua, diferencia entre el consumo de sacarosa y el de agua
(una estimacion de la “preferencia por sacarosa”) y el consumo total de liquido

(sacarosa mas agua).

Correlacion entre el tamaiio de la lesion y la preferencia comportamental por las
feromonas de macho y el sabor dulce

Finalmente, analizamos si el tamafio de la lesion inducida por la 6-OHDA
(estimada como el numero de perfiles inmunoreactivos para el DAT en las tres
secciones a lo largo de la VTA) mostraban una correlacion estadistica (usando el test de
Pearson) con la preferencia comportamental por los estimulos reforzantes, las
feromonas de macho y la solucidon de sacarosa. Para este anélisis, es apropiado incluir
los animales control y todos los lesionados (incluso aquellos con lesiones pequefias).
Como la correlacion de Pearson solo puede aplicarse cuando las variables estan
distribuidas normalmente, primero comprobamos la normalidad (usando un test de
normalidad Kolmogorov-Smirnov con la correccion de Lilliefors) de los diferentes
parametros relacionados con la exploracion de las feromonas y por la preferencia por la
sacarosa de todas, las 22 hembras. Este andlisis muestra que la “preferencia por la
sacarosa” (sacarosa menos agua) seguia una distribucion normal (p > 0.05) mientras que
el consumo absoluto de la sacarosa no lo hacia (p < 0.05). Las variables relacionadas
con la quimioinvestigacion de las feromonas y el niimero de perfiles DAT-positivos
seguian una distribucién normal (p > 0.05). Por lo tanto, calculamos el coeficiente de
correlacion de Pearson del numero de perfiles DAT-positivos en las secciones
muestreadas del VTA de las 22 hembras de ratén con la “preferencia por sacarosa” (el
consumo de sacarosa menos el de agua en el test de dos elecciones) y con el de
“preferencia por feromona” (tiempo de exploracion del sustrato utilizado por macho

menos el tiempo de exploracion del sustrato limpio en el test de dos elecciones).
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Evaluacion histologica de las lesiones
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Figura 3.1. Fotomicrografias digitales de secciones transversales del area ventral tegmental de un
animal SIMULADO (A-C de rostral a caudal) y un animal experimental que recibié una inyeccion
bilateral de 6-OHDA hidrobromido (D-F, de rostral a caudal). Las células y los terminales
dopaminérgicos se han revelado con una deteccion inmunohistoquimica del transportador de la
dopamina (DAT). Resaltar la considerable falta de estructuras inmunoreactivas para el DAT en el
VTA y la sustancia nigra medial, sobretodo en el lado derecho. Barra de calibracion en F: 500 um.
Abreviaturas, ver la lista.

La inyeccion de 6-OHDA caus6 una reduccion de células inmunoreactivas para el
DAT en el VTA (Fig. 3.1) y, en algunos casos, en la parte medial de la sustancia nigra.
El promedio de perfiles DAT-positivos en las tres secciones del VTA que fueron
analizadas era 1019 £ 29 (media £+ SEM) en el grupo SIMULADO y 425 £ 37 en los
siete animales con las mayores lesiones bilaterales. Esta diferencia entre ambos grupos
es estadisticamente significativa (Fig. 3.2), como revela el andlisis ANOVA (F) 12 =
154.6; p < 0.001). La lesion implica a todo el eje anteroposterior del VTA, ya que la
diferencia en el nimero de perfiles DAT-positivos era significativo (p < 0.001) en los
tres niveles de muestreo.

En concordancia con esta observacion, cuando comparabamos con los animales
SIMULADOS, los ratones con el VTA lesionada mostraban una falta parcial de la
innervaciéon inmunoreactiva para el DAT en el Acb (particularmente en la division
medial del Shell) y en partes del caudatus-putamen (CPu) (Fig. 3.3). Otros campos de
innervacion positiva para el DAT en los hemisferios cerebrales (no se muestran), como
la amigdala (cortical anterior y corteza de transicién cortico-amigdaloide, nucleos

central y basolateral, masas de células intercaladas) y la corteza prefrontal (area cingular
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anterior), también mostraban una pérdida parcial de fibras inmunoreactivas para el DAT

en los animales lesionados.

Tests de preferencia por la feromona de macho

Para comprobar que los animales no tenian una preferencia previa por uno de los
lados de la caja antes de la operacion, comparamos el comportamiento exploratorio de
ambos grupos en el test control (sustrato limpio en ambos recipientes) usando un test t-
Student para muestras emparejadas. El analisis revelé que ambos grupos SIMULADO
(tis =-0.079; p > 0.9) y LESIONADO (t,5s = -0.55; p > 0.5) mostraban una exploracion
equilibrada por ambos recipientes.

Las lesiones quimicas del sistema dopaminérgico tegmento-estriatal pueden
producir animales hiperactivos (Parkinson et al., 2002) o hipoactivos (en el caso de
lesiones grandes, ver Koob et al., 1981). Como esto puede afectar al comportamiento
exploratorio de nuestros animales en los tests de preferencia, analizamos si los animales

de los grupos SIMULADO y LESIONADO diferian en su actividad locomotora en el
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Figura 3.2. Las inyecciones de 6-OHDA en el VTA dieron como resultado una reduccion significativa
en el numero de células inmunoreactivas para el DAT en el VTA. El grafico ensefia el promedio (+
error estandard) de neuronas dopaminérgicas en el VTA en los grupos SIMULADO y LESIONADO.
El nimero de células dopaminérgicas se estimo contando el nimero total de células marcadas para el
DAT en tres secciones frontales a lo largo del VTA a tres niveles rostro-caudales (anterior, intermedio
y posterior) equivalentes a los que se muestran en la figura 3.1.
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Figura 3.3. Fotomicrografias digitales mostrando una deteccién inmunohistoquimica para el
DAT en secciones transversales del estriado ventral del mismo animal SIMULADO (A-C de rostral a
caudal) y experimental (D-F, de rostral a caudal) mostrado en la figura 3.1. El nucleo accumbens y el
tubérculo olfativo muestran una perdida bilateral de innervacion positiva para el DAT, mas acusada en
el hemisferio derecho en el que también se observa afectada la porcion medial del caudatus-putamen.
En el hemisferio izquierdo, la perdida de fibras inmunoreactivas para el DAT esta centrada en el area
dorsomedial del shell y core del niicleo accumbens. Barra de calibracion en F: 1 mm. Abreviaturas, ver
la lista.

test C/C postquirtrgico. La prueba ANOVA comparando el numero de cruces a lo largo
de la caja (ver Métodos) de ambos grupos mostraba que no habia diferencia estadistica
entre ellos (F112 = 0.36; p > 0.5; Fig. 3.4). Ademas, el tiempo total invertido
investigando los recipientes no se vio afectado por la lesion, como revela la ANOVA
comparando este parametro en los grupos SIMULADO y LESIONADO en el test C/C
postquirurgico (F,12 = 0.73; p > 0.4) y en el test de preferencia C/M (F ;2 = 0.68; p >
0.4).

El comportamiento quimioinvestigador de las hembras fue analizado utilizando
una prueba ANOVA de tres vias, con el test (test control o de preferencia por macho) y
la localizacion del estimulo (izquierda y derecha) como variables intrasujetos, y el
grupo (SIMULADO, LESIONADO) como variable intersujetos. La prueba ANOVA
revel6 un efecto significativo del test (F1,12 = 14.2; p < 0.01) y de la localizacion del
estimulo (1,12 = 12.6; p < 0.01), pero ningun efecto del grupo F 12 = 0.93; p > 0.3). Por
tanto, la localizacion de las feromonas en el recipiente de la derecha en el test C/M,
tiene un efecto significativo en la exploracion que fue similar en los grupos
SIMULADO y LESIONADO (Fig. 3.5). La interaccion de segundo orden “localizacion

x test” era significativa (F112 = 5.8; p < 0.05), como lo era la interaccion entre la
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localizacion y el grupo (Fi12 = 5.04; p < 0.05), mientras que la interaccion “grupo x
test” (F1,12 = 0.22; p > 0.6) y la interaccion de tercer orden (test x localizacién x grupo,
Fi12=0.08; p> 0.7) no era significativa. La presencia de una interaccion significativa
“localizacion x test” es indicativa de de una preferencia de todos los animales por las
feromonas derivadas de macho. De hecho, un andlisis post-hoc de la interaccion
“localizacion x test” usando la comparacion por pares (con la correccion de Bonferroni)
mostrd que los recipientes izquierdo y derecho eran investigados por igual en el test
control (p > 0.8), pero no en el test de preferencia por macho, en el que el recipiente que
contenia el sustrato utilizado por macho era investigado significativamente mas tiempo
(p <0.01) (ver Fig. 3.5).

La interaccion significativa “localizacion x grupo” indica que, cuando los valores
de test control y el test de preferencia por macho estdn promediados, los grupos
SIMULADO y LESIONADO difieren en la exploracion del recipiente de la izquierda
comparado con el de la derecha. Las comparaciones post-hoc muestran que esta
diferencia entre grupos es marginalmente significativa (p < 0.07) en la exploracion del
recipiente izquierdo (donde siempre hay sustrato limpio) pero es claramente no
significativo en la exploracion del recipiente derecho (p > 0.5). Por tanto, ésta es una

diferencia intrinseca entre grupos que no dice nada sobre su preferencia por la
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feromonas de macho.

Por otro lado, la falta de significacion de la interaccidon “grupo x test” (y también
de la interaccion de tercer orden) indica que la presencia de feromonas en el test de
preferencia de macho tiene el mismo efecto en el comportamiento de los animales de los
grupos SIMULADO y LESIONADO. En otras palabras, no hay diferencia en la
preferencia por el sustrato utilizado por macho entre los grupos SIMULADO vy

LESIONADO.

Test de preferencia por sacarosa

A continuacion las mismas hembras fueron testadas por la preferencia de la
sacarosa frente el agua, en el que se ha descrito un papel clave de la integridad del VTA
(Shimura et al., 2002). Como los valores de consumo de agua y de sacarosa no siguen
una distribucion normal (ver Métodos), usamos un test no paramétrico (test U de Mann-
Whitney) para analizar las posibles diferencias entre los animales SIMULADO vy
LESIONADO en la preferencia por el sabor dulce. Este test se aplico al consumo total
de liquido (agua mas sacarosa), al consumo de sacarosa y de agua, y a la preferencia por
la sacarosa (sacarosa menos agua). Los resultados de estos andlisis revelaron una

diferencia significativa en el consumo de sacarosa (U =9, Z =-1.981, p=0.048) y en la
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Figura 3.5. La lesion de neuronas dopaminérgicas del VTA no tiene un efecto significativo en la
preferencia de las hembras por el sustrato utilizado por macho. El grafico muestra el tiempo medio (
error estandard) que las hembras gastan investigando ambos recipientes en el test control, cuando
habia sustrato limpio en ambos recipientes, y en el test de preferencia, cuando habia sustrato utilizado
por macho en el recipiente derecho. No habia diferencia entre ambos grupos (SIMULADO vy
LESIONADO) en la investigacion preferente de las sefiales quimicas derivadas de macho. Ambos
recipientes fueron investigados por igual en el test control, mientras que en el test de preferencia, el
sustrato utilizado por macho era preferido significativamente (asterisco) (ver texto para mas detalles).
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preferencia por sacarosa (U =8, Z = -2.113, p= 0.035; Fig. 3.6). La diferencia entre los
grupos SIMULADO y LESIONADO en el consumo total se aproximaba pero no llego6 a
ser significativa (U = 10, Z = -1.854, p=0.064). Por ltimo, el U-test de Mann-Whitney
no mostrd ningin efecto de las lesiones del VTA en el consumo de agua (U =13.5,Z =

-1.409, p= 0.159).

Figura 3.6. La lesion de
18 neuronas dopaminérgicas del
VTA provoca un descenso
significativo del consumo de
una solucién de sacarosa
(contra agua). Se midi6 para
cada animal la cantidad de
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durante 48 horas. El grafico
muestra el valor medio (con
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Esto indica que las lesiones de VTA eran suficientemente grandes para tener un
efecto significativo en un comportamiento apetitivo, en este caso la preferencia por la
sacarosa. Al usar un test de larga duracion (48 horas) las lesiones de VTA podrian haber
afectado tanto a las propiedades orosensoriales (p.e. el sabor dulce) como a los efectos

postingestivos de la sacarosa (Smith, 2004).

Correlacion estadistica entre el “tamafio de la lesion” y el comportamiento

Los tests anteriores indican que la preferencia por las sustancias quimicas
derivadas de macho es independiente de la proyeccion dopaminérgica desde el VTA al
estriado ventral, mientras que la preferencia por sacarosa depende, al menos
parcialmente, de la integridad de esta conexion. Otra manera de comprobar esta

hipotesis es examinar si el tamafo de la lesién (cuantificado como el nimero de
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neuronas inmunoreactivas para el DAT presentes en el VTA) estd estadisticamente
correlacionado con la preferencia comportamental por sacarosa o con la preferencia
comportamental por las feromonas derivadas de macho. Este test estadistico puede
incluir los animales lesionados que fueron descartados porque el tamaio de la lesion era
pequefio, y por lo tanto incluye a los siete SIMULADOS y a los quince animales
LESIONADOS. Los resultados del analisis del coeficiente de correlacion de Pearson
revelaron que el numero de células inmunoreactivas para el DAT en el VTA y la
“preferencia por sacarosa” (sacarosa menos agua) estdn significativamente
correlacionados (r = 0.547; p < 0.01) (Fig. 3.7), aunque el coeficiente de correlacion no
es muy alto. Por el contrario, el nimero de perfiles inmunoreactivos para el DAT en el
VTA no mostrd correlacion con la “preferencia por macho” (tiempo de exploracion del
sustrato utilizado por macho menos el del sustrato limpio; r = 0.308; p > 0.16). Por lo
tanto, a mayor numero de células dopaminérgicas en el VT A, mayor preferencia por la
sacarosa. En contraste, el nimero de células inmunoreactivas para el DAT no se
correlaciona con la preferencia comportamental por las sefiales quimicas derivadas de

macho.

Figura 3.7. Considerando el
Te i i numero total de animales
Regresion lineal por el origen 12 ol atun SIMULADO
o mas todos los animales con
o lesion en el VT A) observamos
una correlacion lineal entre el
numero de neuronas
dopaminérgicas enel VTA 'y
la preferencia por la sacarosa
(consumo de sacarosa 0.1 M
menos el consumo del agua).
Aungque la correlacion no es
alta (r = 0.547) existe una alta
significacion (p < 0.01).
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Discusion

La proyeccién dopaminérgica tegmento-estriatal parece ser parte de un sistema
implicado en la expresion de comportamientos apetitivos (busqueda de recompensa)
como el consumo de comida, el consumo de agua o el sexo (ver Wise & Rompre, 1989).
El descubrimiento de que algunos de los animales en el grupo de los lesionados
padecian hipofagia e hipodipsia inmediatamente después de la inyeccion del agente
neurotdxico (6-OHDA) apoya esta hipotesis. En contraste, estudios previos indican que
proyecciones no dopaminérgicas de origen pontino que cruzan el VTA contribuyen a la
hipofagia causada por lesiones de esta estructura (y/o la sustancia nigra) generadas
mediante radiofrecuencia (Nadaud et al.,, 1984). Nuestros resultados, obtenidos
mediante una lesion excitotdxica especifica de las células dopaminérgicas (6-OHDA)
que no dana las fibras de paso, demuestran que en ratones las proyecciones
dopaminérgicas del VTA al nucleo accumbens contribuyen sustancialmente al

mantenimiento de una conducta normal de alimentacion e ingesta de liquidos.

Las células dopaminérgicas del VTA no estan implicadas de la misma manera en
la expresion de todos los comportamientos dirigidos a una meta

Nuestros resultados indican que lesiones de 6-OHDA del VTA dan como
resultado una reduccion parcial en la preferencia por fluidos de sabor dulce, como
también se ha probado en rata (Shimura et al., 2002; Shibata et al., 2009). De hecho,
hay una diferencia significativa tanto en los valores del consumo de sacarosa como en la
“preferencia por sacarosa” entre los grupos LESIONADO y SIMULADO (Fig. 3.6).
Esta conclusion es ademas reforzada por la presencia de una correlacion baja, pero
significativa, entre el numero de perfiles de células positivas para el DAT en el VTA y
la preferencia por sacarosa en todos nuestros animales (incluyendo aquellos que
mostraban lesiones pequefias, ver Resultados). El consumo de agua no esta afectado,
indicando que los animales lesionados no tienen dificultades para acceder a los
bebederos y, lo que es mas importante, que la lesion no tiene un efecto no especifico en
el consumo de liquido. De hecho, las diferencias entre el consumo total de liquido entre
los grupos SIMULADO y LESIONADO no llegan a ser significativas y ademas estas
diferencias en el consumo total se deben al descenso del consumo de sacarosa. Este
efecto no puede ser atribuido a una deficiencia motora y/o exploratoria, porque los

comportamientos exploratorio y locomotor son normales en animales con el VTA



fl}’ﬁe. g:

lesionado, como lo indica la falta de efecto de la lesion en el nimero de cruzamientos en
el test C/C postquirurgico (Fig. 3.4) y en el tiempo total de exploracion de ambos
recipientes (ver RESULTADOS). Ademas, se ha demostrado que lesiones con 6-OHDA
en el VTA en ratas no causan un descenso en la capacidad del animal para discriminar
la sacarosa (Berridge et al., 1989), asi que una deficiencia sensorial causada por
nuestras lesiones del VTA también es muy improbable.

Para concluir, nuestras lesiones parciales son suficientemente grandes para
interferir en la preferencia por la sacarosa, un comportamiento que depende de la
integridad del VTA (Shimura et al., 2002). Este efecto probablemente se debe a
cambios en la motivacion por el consumo de soluciones de sabor dulce. Al contrario, el
comportamiento de busqueda de feromonas es indistinguible en los grupos
LESIONADO y SIMULADO, como lo indica la prueba ANOVA de la comparacion del
tiempo utilizado investigando el sustrato limpio y el sustrato ensuciado por machos en
el test control y en el test C/M (Fig. 3.5). La falta de correlacion estadistica entre el
tamano de las lesiones del VTA y la investigacion preferencial del sustrato utilizado por
macho también indica que la integridad del VTA no es critica para la expresion de la

preferencia de las hembras de raton por las feromonas derivadas de macho.

(Las feromonas tienen un sistema neuronal especifico para sefializar el refuerzo?

Durante la ultima década diversos estudios han cambiado nuestro punto de vista
sobre la funcién de la DA en el refuerzo (Berridge & Robinson, 1998; Salamone &
Correa, 2002; Wise, 2004; véase también la Introduccién General). Asi, mientras que la
vision clasica plantea que la liberacion de DA en el accumbens es la causa de los efectos
hedonicos (placenteros) del estimulo reforzante (si un determinado estimulo es
“gustado”, ver Wise, 1982), las células del VTA son también activadas por estimulos
desagradables que no eran esperados (ver Schultz, 1997). Ademas, durante
comportamientos apetitivos (dirigidos a una meta), la DA es liberada antes de la fase de
consumacion, en vez de después (Richardson & Gratton, 1996). Estos datos han llevado
a plantear nuevas hipotesis que expliquen el papel de la DA en comportamientos
relacionados con el refuerzo (Berridge & Robinson, 1998; Wise, 2004). Los efectos de
lesiones dopaminérgicas (Berridge et al., 1989) y el comportamiento de ratones
mutantes knockdown para el DAT (Pecifia et al., 2003) sugieren que la DA podria
sefalizar la relevancia del estimulo como incentivo (Wyvell & Berridge, 2000) més que

el valor hedonico del mismo. En otras palabras, la DA podria sefializar si el estimulo
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reforzante es “deseado” y los animales estan motivados por conseguirlo (incluso con
algo de esfuerzo) mas que si les resulta placentero. En nuestros tests, las feromonas y la
sacarosa se obtienen después de una cantidad de esfuerzo similar, que implica sélo la
exploracion de la caja y el hecho de beber desde el bebedero de la botella con sacarosa o
oler (quizas con el bombeo vomeronasal) el sustrato utilizado por machos. Por eso, los
efectos diferenciales de las lesiones del VTA en la preferencia por la sacarosa o por las
feromonas sugieren que ambos comportamientos apetitivos estdin mediados por
diferentes mecanismos neurales.

Una interpretacion sencilla de estos resultados podria ser que las feromonas
sexuales estimulan el sistema cerebral del refuerzo sin activar la via tegmento-estriatal,
por tanto evitando el VTA, mientras que el refuerzo inducido por sacarosa requeriria la
activacion de las células dopaminérgicas del VTA de proyeccion al accumbens,
amigdala, septum o corteza prefrontal. De hecho, como hemos descrito en el Capitulo 11
el VTA recibe importantes aferencias gustativas (p.e.: el nucleo parabraquial e
hipotalamo lateral, Phillipson, 1979; Geisler & Zahm, 2005). No obstante, proyecciones
al accumbens desde estructuras corticales gustativas (p.e.: la corteza insular) podrian
también estar relacionadas en la expresion de la preferencia por sacarosa (ver mas
abajo).

Respecto a esto, las feromonas constituyen un estimulo reforzante peculiar en
comparacion con otros reforzantes naturales. De hecho, son estimulos detectados por el
organo vomeronasal (o quizas por el epitelio olfativo), desde donde la informacion
"feromonal” es transmitida a través de los bulbos olfativos accesorios a la amigdala
medial (y cortical posteromedial) y al nucleo de la stria terminalis (Halpern &
Martinez-Marcos, 2003). Mientras que las proyecciones desde la amigdala vomeronasal
al VTA son escasas (Phillipson, 1979; Geisler & Zahm, 2005; véase el capitulo II),
conexiones intramigdalinas (Pitkanen, 2000) permiten una entrada de informacion
feromonal polisinaptica al Acb a través de la division basolateral de la amigdala (Wright
et al., 1996; Novejarque, 2008). Esta podria ser la via para la sefializacion del refuerzo
derivado de las feromonas sexuales. Esta hipdtesis es consistente con el patrén de
expresion de Fos en hembras de raton expuestas a sustrato utilizado por macho
(Moncho-Bogani et al., 2005), de acuerdo con el cual las feromonas no activan el VTA
pero inducen la expresion de Fos en el sistema vomeronasal (incluyendo la amigdala),

en la amigdala basolateral y en el shell medial del Acb.
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Por lo tanto, una posible explicacion de los efectos diferenciales de la lesion de las
células dopaminérgicas del VTA en la preferencia por sacarosa y feromonas podria ser
que ambos tipos de refuerzo usaran diferentes mecanismos neurales y circuitos
sindpticos. La preferencia por sacarosa podria depender de estimulos gustativos y/o de
la estimulacidon visceroceptiva post-ingestion pasando por el VTA, mientras las vias
vomeronasales al accumbens, evitando el VTA, podrian mediar la preferencia por

feromonas.

Los efectos de 1a lesion en la preferencia por sacarosa

Aunque nuestros ratones no tenian experiencia previa ni con sacarosa ni con
sustancias quimicas derivadas de macho antes de los tests de preferencia, ambos tests se
diferencian en su duracion, s6lo 5 min en el caso del test de preferencia por feromonas y
48 h en el caso del test de preferencia por sacarosa. Esto sugiere la posibilidad que los
efectos diferenciales de las lesiones dopaminérgicas en ambos tests puedan deberse, en
parte, a diferencias en el disefio, debido a que el aprendizaje durante la duracion del
experimento no tiene la misma importancia en ambos tipos de test. En el caso del test de
preferencia por feromonas, es muy improbable que tenga lugar un aprendizaje
significativo durante los 5 min duracion del mismo, y de hecho este test mide la
respuesta primaria a los estimulos reforzantes (feromonas no volatiles) durante el
comportamiento exploratorio que se expresa de manera innata cuando los animales
visitan un nuevo ambiente.

Al contrario, durante el test de 48 h de preferencia por sacarosa, el aprendizaje
permite a los animales asociar al refuerzo (sabor dulce o efectos post-ingestivos de la
sacarosa) con los estimulos que predicen el refuerzo. Estos estimulos sirven como
pistas, de manera que podrian motivar un comportamiento apetitivo dirigido hacia el
objetivo reforzante (la solucion de sacarosa). Esta clase de aprendizaje, denominado
“incentive salience attribution” (atribucion de relevancia como incentivo) por Berridge
& Robinson (1998), permite a los animales buscar activamente la botella que contiene la
solucion de sacarosa antes de que el test termine. Si la DA estuviese envuelta en esta
clase de asociacion, los ratones con falta de DA podrian mostrar reducida la atribucion
de relevancia como incentivo, provocando un descenso del consumo de sacarosa a largo
(pero no a corto) plazo. Esta hipotesis es consistente con los resultados de Shimura et al.
(2002), quienes vieron que lesiones de radiofrecuencia del VTA tenian un efecto

significativo en el consumo de soluciones de sacarosa durante un periodo de 24 h (en un
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test de preferencia similar al nuestro), mientras que lesiones de 6-OHDA no tenian
ningun efecto en el consumo de sacarosa durante un periodo de test de 2 h. Esta
interpretacion también es consistente con evidencias que muestran que la innervacion
dopaminérgica del accumbens en ratas esta relacionada con la adquisicion de un
aprendizaje asociativo Pavloviano entre pistas visuales y la sacarosa (Parkinson et al.,
2002), asi como con el desarrollo de respuestas instrumentales dirigidas a un objetivo en
respuesta a pista relacionadas (predictoras) con el refuerzo (Nicola et al., 2005).

La DA no se necesita para todas las clases de aprendizaje relacionado con el
refuerzo. Robinson et al. (2005) mostraron que ratones genéticamente modificados que
no expresan la hidroxilasa de la tirosina y, por lo tanto, no sintetizan DA, aprendieron la
localizacion de una recompensa (comida) en uno de los dos brazos de un laberinto en
forma de T, de manera equivalente a los ratones control (cepa salvaje). En contraste, los
ratones deficientes en DA mostraban un déficit en la motivacion de busqueda de
recompensas, como lo revela un mayor tiempo de latencia (comparado con los
controles) en consumirla. En otro experimento, Pecifa et al. (2003) entrenaron ratones
control e hiperdopaminérgicos (DAT knock-down) a conseguir una recompensa
(cereales dulces) al final de un pasadizo. Ambas clases de animales consiguieron
realizarlo al final del entrenamiento (descenso de la latencia para conseguir la
recompensa) pero los ratones hiperdopaminérgicos aprendieron mas deprisa, mostrando
mas carreras directas hacia la recompensa, con menos retrocesos, que los controles. En
conjunto, estos datos sugieren una funcién especifica para la DA en la atribucion
(después del proceso de aprendizaje) de motivaciéon a las pistas predictoras de la
recompensa.

En conclusion, el descenso de la preferencia por la sacarosa mostrada por nuestros
ratones lesionados podria estar indicando una baja capacidad (en comparacion con los
controles) de desarrollar comportamientos motivados hacia la sacarosa en respuesta a

las pistas que la predicen.

El substrato neural de la preferencia innata por los refuerzos naturales
Independientemente de las probables diferencias en los circuitos neurales
subyacentes a la motivacion por obtener sacarosa y a la motivacion por obtener las
feromonas sexuales, es posible que la preferencia innata (no-aprendida) por reforzantes
naturales sea independiente de DA. Esto incluye la preferencia por las feromonas

sexuales (nuestros resultados) y por los sabores dulces. Dos tipos de evidencias apoyan
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esta teoria. Primero, Cannon y Palmiter (2003) demostraron que los ratones knockout
deficientes en DA, aunque presentan una disminucion en la ingesta de fluidos,
demuestran una preferencia innata (no-aprendida) por la sacarosa (en detrimento del
agua). Los ratones carentes de DA se acercaron a las botellas que contenian el agua o
sacarosa con una frecuencia similar, baja, pero la preferencia por el sabor dulce provocod
que lamieran el liquido edulcorado durante mas tiempo, y consecuentemente
consumieron sacarosa de manera preferente. Por tanto, los ratones knock-out deficientes
en DA se comportan como si no pudieran asociar las sefiales de la sacarosa al refuerzo
del sabor dulce. En ausencia de tales sefiales incentivadoras, el que un animal se acerque
a cualquiera de las dos botellas es una cuestion probabilistica. Cuando, por casualidad,
los ratones entran en el contacto con la solucidon de sacarosa alargan el tiempo que pasan
bebiendo, mostrando asi un comportamiento primario, no aprendido, de predileccion
por la sacarosa, que no es dependiente de DA. Esto es coherente con los resultados de
Pecifa et al. (2003), que demostraron que la latencia en consumir un reforzante dulce
con anterioridad a la asociacion de la recompensa con sus sefiales, era igual en el tipo
salvaje que en los ratones hiperdopaminérgicos (apareciendo las diferencias inicamente
durante el aprendizaje). Por tanto, parece que la respuesta primaria a las feromonas
(nuestros resultados) y a otros reforzantes naturales (tales como alimentos o liquidos
azucarados) es independiente de DA.

Esto plantea la cuestion de cudles son los circuitos y mecanismos neurales
responsables de la aproximacion innata hacia (el valor motivacional de) los reforzantes
naturales. En relaciéon con esta cuestion, Pecifia y Berridge (2000) mostraron que
microinyecciones de agonistas de opiaceos en el Acb aumentan el valor hedoénico de la
sacarosa (segun las expresiones orofaciales tipicas de la especie en respuesta a
soluciones de sacarosa administradas a través de una canula oral). Estos resultados son
consistentes con los datos previos que indican que el bloqueo de los receptores de
opiaceos reduce el consumo de soluciones de sacarosa incluso a dosis bajas que no
afectaban a la preferencia de lugar condicionada inducida por la sacarosa (Agmo et al.,
1995). Al contrario, los antagonistas dopaminérgicos no afectaban al consumo de la
solucién de sacarosa a la dosis que inhibia la induccidon de la preferencia de lugar
condicionada (Agmo et al., 1995). Por lo tanto parece que el refuerzo primario de la
sacarosa no esta mediado por inputs dopaminérgicos sino por la activacion de receptores

endorfinérgicos en el shell del Acb.
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Respecto a esto, las principales aferencias no dopaminérgicas del ntcleo
accumbens provienen desde regiones corticales como la corteza prefontal, insular o
perirhinal, el hipocampo y la amigdala basolateral. Estas aferencias son excitatorias y
principalmente hacen sinapsis en espinas de neuronas de proyeccion (ver Meredith,
1999). Es tentador sugerir que la actividad de inputs cortico-amigdalinos al accumbens
(ya sea directamente o por medio de la activacion de sindpsis endorfinérgicas) podria
constituir el substrato ultimo del refuerzo primario. Esto podria ser valido para el
refuerzo inducido por feromonas y para las propiedades reforzantes primarias del sabor
dulce de la sacarosa (como sugieren Hajnal y Norgren, 2005). Esto es consistente con el
hecho que la autoestimulacion cerebral se consigue con electrodos implantados en todas
las aferencias cortico-amigdalinas al Acb (Kane et al., 1991; Wise, 1996). En relacion
con esta hipotesis, se ha descrito que el glutamato en el nicleo accumbens puede inducir
la liberacion de DA de los terminales dopaminérgicos independientemente de sus
células de origen del VTA (Floresco et al., 1998), y ello podria explicar porqué los
refuerzos primarios provocan la liberacion de DA en el accumbens (Hajnal et al., 2004)
incluso si esta liberacion de DA no es la causa del refuerzo.

Para testar esta hipdtesis es necesario analizar las respuestas apetitivas primarias a
diversos reforzantes naturales, utilizando paradigmas comportamentales en los que los
animales puedan responder sin experiencia previa con esos reforzantes, de manera que
el aprendizaje no contribuya al comportamiento registrado. En este sentido, la
investigacion de la neurobiologia de los comportamientos relacionados con las
feromonas reforzantes puede aportar informacién novedosa y relevante para entender la

base neural del refuerzo.



fl}.ﬁe. g:

Bibliografia

Agmo,A., Galvan,A. & Talamantes,B. (1995) Reward and reinforcement produced by drinking
sucrose: two processes that may depend on different neurotransmitters.

Pharmacol.Biochem.Behav., 52, 403-414.

Becker,J.B., Rudick,C.N. & Jenkins,W.J. (2001) The role of dopamine in the nucleus
accumbens and striatum during sexual behavior in the female rat. J.Neurosci., 21, 3236-

3241.

Berridge,K.C. & Robinson,T.E. (1998) What is the role of dopamine in reward: hedonic impact,

reward learning, or incentive salience? Brain Res.Rev., 28, 309-369.

Berridge,K.C., Venier,LL. & Robinson,T.E. (1989) Taste reactivity analysis of 6-
hydroxydopamine-induced aphagia: implications for arousal and anhedonia hypotheses of

dopamine function. Behav.Neurosci., 103, 36-45.

Brog,J.S., Salyapongse,A., Deutch,A.Y. & Zahm,D.S. (1993) The patterns of afferent
innervation of the core and shell in the "accumbens" part of the rat ventral striatum:
immunohistochemical detection of retrogradely transported fluoro-gold. J.Comp Neurol.,

338, 255-278.

Cannon,C.M. & Palmiter,R.D. (2003) Reward without Dopamine. J.Neurosci., 23, 10827-
10831.

Everitt,B.J. & Robbins,T.W. (2005) Neural systems of reinforcement for drug addiction: from

actions to habits to compulsion. Nat.Neurosci., 8, 1481-1489.

Floresco,S.B., Yang,C.R., Phillips,A.G. & Blaha,C.D. (1998) Basolateral amygdala stimulation
evokes glutamate receptor-dependent dopamine efflux in the nucleus accumbens of the

anaesthetized rat. Eur.J.Neurosci., 10, 1241-1251.

Geisler,S. & Zahm,D.S. (2005) Afferents of the ventral tegmental area in the rat-anatomical

substratum for integrative functions. J.Comp Neurol., 490, 270-294.

Hajnal,A. & Norgren,R. (2005) Taste pathways that mediate accumbens dopamine release by
sapid sucrose. Physiol Behav., 84, 363-369.

Hajnal,A., Smith,G.P. & Norgren,R. (2004) Oral sucrose stimulation increases accumbens

dopamine in the rat. Am.J.Physiol Regul.Integr.Comp Physiol, 286, R31-R37.

Halpern,M. & Martinez-Marcos,A. (2003) Structure and function of the vomeronasal system: an

update. Prog.Neurobiol., 70, 245-318.

199



200

Capitule 3

Kane,F., Coulombe,D. & Miliaressis,E. (1991) Amygdaloid self-stimulation: a movable
electrode mapping study. Behav.Neurosci. , 105, 926-932.

Kelley,A.E. & Berridge,K.C. (2002) The neuroscience of natural rewards: relevance to
addictive drugs. J.Neurosci., 22, 3306-3311.

Koob,G.F., Stinus,L. & Le Moal,M. (1981) Hyperactivity and hypoactivity produced by lesions

to the mesolimbic dopamine system. Behav.Brain Res., 3, 341-359.

MacDonald,A.F., Billington,C.J. & Levine,A.S. (2004) Alterations in food intake by opioid and
dopamine signaling pathways between the ventral tegmental area and the shell of the

nucleus accumbens. Brain Res., 1018, 78-85.

Martinez-Ricos, J., Agustin, M.C., Lanuza, E. Martinez-Ricos, J., Agustin-Pavon, C., Lanuza,
E. & Martinez-Garcia, F. (2007) Intraspecific communication through chemical signals in
female mice: Reinforcing properties of involatile male sexual pheromones. Chem. Senses,

32, 139-148.

Meredith,G.E. (1999) The synaptic framework for chemical signaling in nucleus accumbens.

Ann.N.Y.Acad.Sci., 877, 140-156.

Moncho-Bogani,J., Lanuza,E., Hernandez,A., Novejarque,A. & Martinez-Garcia,F. (2002)
Attractive properties of sexual pheromones in mice. Innate or learned? Physiol Behav., 77,

167-176.

Moncho-Bogani,J., Martinez-Garcia,F., Novejarque,A. & Lanuza,E. (2005) Attraction to sexual
pheromones and associated odorants in female mice involves activation of the reward

system and basolateral amygdala. Eur.J.Neurosci.,21, 2186-2198.

Mossman,C.A. & Drickamer,L..C. (1996) Odor preferences of female house mice (Mus

domesticus) in seminatural enclosures. J.Comp Psychol., 110, 131-138.

Nadaud,D., Simon,H., Herman,J.P. & Le Moal,M. (1984) Contributions of the mesencephalic
dopaminergic system and the trigeminal sensory pathway to the ventral tegmental aphagia

syndrome in rats. Physiol Behav., 33, §79-887.

Nakahara,D., Ozaki,N., Miura,Y., Miura,H. & Nagatsu,T. (1989) Increased dopamine and
serotonin metabolism in rat nucleus accumbens produced by intracranial self-stimulation of

medial forebrain bundle as measured by in vivo microdialysis. Brain Res., 495, 178-181.

Nicola,S.M., Taha,S.A., Kim,S.W. & Fields,H.L. (2005) Nucleus accumbens dopamine release
is necessary and sufficient to promote the behavioral response to reward-predictive cues.

Neuroscience, 135, 1025-1033.



fl}.ﬁe. g:

Novejarque, A. (2008) Evolucion del cerebro emocional: Analisis comparado de las vias

amigdalo-estriatales. Tesis Doctoral. Universitat de Valencia.

Olds,J. & Milner,P. (1954) Positive reinforcement produced by electrical stimulation of septal
area and other regions of rat brain. J.Comp Physiol Psychol., 47, 419-427.

Parkinson,J.A., Dalley,J.W., CardinalLR.N.,, Bamford,A., Fehnert,B., Lachenal,G.,
Rudarakanchana,N., Halkerston,K.M., Robbins,T.W. & Everitt,B.J. (2002) Nucleus
accumbens dopamine depletion impairs both acquisition and performance of appetitive

Pavlovian approach behaviour: implications for mesoaccumbens dopamine function.

Behav.Brain Res., 137, 149-163.

Paxinos,G. & Franklin,K.B.J. (2001) The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates Academic

Press, San Diego.

Pecina,S. & Berridge,K.C. (2000) Opioid site in nucleus accumbens shell mediates eating and
hedonic  'liking' for food: map based on microinjection Fos plumes

6602. Brain Res., 863, 71-86.

Pecina,S., Cagniard,B., Berridge,K.C., Aldridge,J.W. & Zhuang,X. (2003) Hyperdopaminergic
mutant mice have higher "wanting" but not "liking" for sweet rewards. J.Neurosci., 23,

9395-9402.

Phillipson,0.T. (1979) Afferent projections to the ventral tegmental area of tsai and
interfascicular nucleus: A horseradish peroxidase study in the rat. J.Comp.Neurol., 187,

117-144.

Pitkanen,A. (2000) Connectivity of the rat amygdaloid complex. In Aggleton,J.P. (ed), The
Amygdala. A functional analysis. Oxford University Press, Oxford, pp. 31-115.

Richardson,N.R. & Gratton,A. (1996) Behavior-relevant changes in nucleus accumbens
dopamine transmission elicited by food reinforcement: an electrochemical study in rat.

J Neurosci., 16, 8160-8169.

Robinson,S., Sandstrom,S.M., Denenberg,V.H. & Palmiter,R.D. (2005) Distinguishing whether
dopamine regulates liking, wanting, and/or learning about rewards. Behav.Neurosci., 119,

5-15.

Salamone,J.D. & Correa,M. (2002) Motivational views of reinforcement: implications for
understanding the behavioral functions of nucleus accumbens dopamine. Behav.Brain Res.,

137, 3-25.

Schultz,W. (1997) Dopamine neurons and their role in reward mechanisms.

Curr.Opin.Neurobiol., 7, 191-197.

201



Capitule 3

Schultz,W. (2002) Getting formal with dopamine and reward. Neuron, 36, 241-263.

Schultz,W. (2006) Behavioral theories and the neurophysiology of reward. Annu.Rev.Psychol.,
57, 87-115.

Shibata, R., Kameishi, M., Kondoh, T. & Torii, K. (2009) Bilateral dopaminergic lesions in the
ventral tegmental area of rats influence sucrose intake, but not umami and amino acid

intake. Physiol. Behav. (in press).

Shimura,T., Kamada,Y. & Yamamoto,T. (2002) Ventral tegmental lesions reduce

overconsumption of normally preferred taste fluid in rats. Behav.Brain Res., 134, 123-130.

Smith,G.P. (2004) Accumbens dopamine mediates the rewarding effect of orosensory

stimulation by sucrose. Appetite, 43, 11-13.

Spanagel,LR. & Weiss,F. (1999) The dopamine hypothesis of reward: past and current status.
Trends Neurosci., 22, 521-527.

Westerink,B.H., Teisman,A. & de Vries,J.B. (1994) Increase in dopamine release from the
nucleus accumbens in response to feeding: a model to study interactions between drugs and
naturally activated dopaminergic neurons in the rat brain. Naunyn Schmiedebergs

Arch.Pharmacol., 349, 230-235.

Wise,R.A. (1982) Neuroleptics and operant behavior: the anhedonia hypothesis. Behav.Brain
Sci., 5, 39-87.

Wise,R.A. (1996) Addictive drugs and brain stimulation reward. Annu.Rev.Neurosci., 19, 319-
340.

Wise,R.A. (2004) Dopamine, learning and motivation. Nat.Rev.Neurosci., 5, 483-494.

Wise,R.A. & Rompre,P.P. (1989) Brain dopamine and reward. Annu.Rev.Psychol., 40, 191-
225.

Wright,C.L., Beijer,A.V.J. & Groenewegen,H.J. (1996) Basal amygdaloid complex afferents to

the rat nucleus accumbens are compartmentally organized. J.Neurosci., 16, 1877-1893.

Wyvell,C.L. & Berridge,K.C. (2000) Intra-accumbens amphetamine increases the conditioned
incentive salience of sucrose reward: enhancement of reward "wanting" without enhanced

"liking" or response reinforcement. J.Neurosci., 20, 8122-8130.

Yoshida,M., Yokoo,H., Mizoguchi,K., Kawahara,H., Tsuda,A., Nishikawa,T. & Tanaka,M.
(1992) Eating and drinking cause increased dopamine release in the nucleus accumbens and
ventral tegmental area in the rat: measurement by in vivo microdialysis. Neurosci.Lett., 139,

73-76.



{I}’ﬁe. g:

Zocchi,A., Girlanda,E., Varnier,G., Sartori,l., Zanetti,L., Wildish,G.A., Lennon,M.,
Mugnaini,M. & Heidbreder,C.A. (2003) Dopamine responsiveness to drugs of abuse: A

shell-core investigation in the nucleus accumbens of the mouse. Synapse, 50, 293-302.

\®]

(O8]






Capitulo IV:

Papel de la inervacion dopaminérgica
del shell medial del nucleo accumbens
en la generacion de preferencias por
estimulos reforzantes







JIntraduccidn

Introduccion
El papel de la inervacion dopaminérgica del nucleo accumbens dentro del sistema

neural del refuerzo sigue siendo muy debatido, tal como hemos visto en los capitulos
anteriores (Berridge y Robinson, 1998; Wise, 2004; Salamone et al., 2007; Salamone,
2007; Schultz, 2007). Aunque es comunmente aceptado que las proyecciones
dopaminérgicas sobre el nucleo accumbens originadas en el area ventral tegmental
juegan un papel clave en procesar la informacion derivada de los estimulos reforzantes,
se discute si estas conexiones median el procesamiento del valor heddnico de estos
estimulos (/iking), la motivacion por obtenerlos (wanting), o bien el aprendizaje
asociado al refuerzo (Berridge & Robinson, 2003).

Parte de esta discusion se centra en la identidad de las estructuras estriatales en las
que se producen los procesos celulares subyacentes a estos tres componentes del
refuerzo. Desde el punto de vista anatomico, el nicleo accumbens es una estructura
heterogénea en la que se distingue un area central (core) y un area periférica (shell), que
se describieron originalmente debido a sus diferentes perfiles de expresion de
marcadores neuroquimicos (Zaborszky et al., 1985).

Hoy en dia es bien conocido que, ademas de las diferencias neuroquimicas,
existen importantes diferencias funcionales entre las dreas periférica y central del
accumbens (DiChiara, 2004; Kelley, 2004), en lo relativo a su papel en el
procesamiento del valor reforzante de los estimulos naturales (como la comida, Basso &
Kelley, 1999; Zhang & Kelley, 2000) y en el refuerzo mediado por drogas adictivas
(Ikemoto, 2003; Tkemoto et al., 2005). Asi, el area periférica medial (AcbShM) parece
jugar un papel clave en el procesamiento del valor hedonico de los estimulos naturales
reforzantes, mientras que el area central parece participar de manera mas relevante en
los efectos condicionados inducidos por las drogas adictivas (Everitt & Robbins, 2005).
Asi, Alderson et al. (2001b) observaron que lesiones selectivas del AcbSh no alteraban
la autoadministracion intravenosa de heroina, mientras que las lesiones en el AcbC
provocaban una reduccion en la adquisicion y en la respuesta en funcion a la dosis de
heroina.

El descubrimiento de un nuevo estimulo reforzante natural, las feromonas sexuales
(Martinez-Ricos et al., 2007) constituye una oportunidad de poner a prueba estas teorias
y de comprobar si son validas para estimulos recompensantes de diversa naturaleza. Asi,
en el Capitulo III ya comparamos los efectos de las lesiones de las neuronas

dopaminérgicas de la VTA sobre la preferencia por feromonas sexuales y por soluciones
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de azucar (frente a agua) (ver también Martinez-Hernandez et al., 2006). En este
capitulo nos proponemos estudiar el efecto de lesiones restringidas de la inervacion
dopaminérgica de la porcion medial del Shell del nicleo accumbens sobre las fases
iniciales de adquisicion de preferencia por ambos estimulos reforzantes, para contrastar
la hipdtesis de que la dopamina en las primeros ciclos de la espiral tegmento-estriato-
tegmental (AcbShM) pueda estar implicada en el procesamiento del valor hedonico de
los estimulos recompensantes. Ademads, la comparacion del efecto de las lesiones en la
adquisicion de preferencia por dos reforzantes naturales diferentes (ambos de naturaleza
quimiosensorial) permite estudiar si el papel de esta inervacion dopaminérgica es
similar para los distintos refuerzos.

En este sentido nos planteamos que, en ausencia de experiencia previa, un déficit
parcial en la capacidad de procesar el valor hedonico de un estimulo o en la motivacion
por el mismo puede no ser observable en el "consumo" total efectuado por el animal
sino en la dinamica de obtencion del refuerzo. Siguiendo este argumento, un déficit en
el procesamiento del valor hedénico se reflejaria en los primeros instantes de obtencion
del estimulo reforzante (dado que el estimulo no es detectado como placentero),
mientras que un déficit en la motivacion por obtener el refuerzo debe aparecer algo mas
tarde en el test de preferencia (dado que el estimulo es detectado como placentero pero
la motivacion por obtenerlo es defectuosa). Por tanto, en este experimento analizamos la
dinamica de la quimioinvestigacion de las feromonas, que podria revelar un efecto de
las lesiones que no aparece en el tiempo total de exploracion, asi como la dindmica de la
adquisicion de preferencia por sacarosa. En este sentido, como hemos descrito en el
Capitulo III, las neuronas dopaminérgicas del VTA son necesarias para la expresion de
la preferencia por una solucion dulce. Ello puede deberse a que la muerte de las
neuronas dopaminérgicas afecte a la capacidad de procesar el valor hedonico del sabor
dulce o, alternativamente, puede deberse a que la lesion altere la motivacion por obtener
la solucion dulce (Berridge & Robinson, 2003). Ademas, la motivacion por la solucion
de sacarosa puede estar afectada por déficits en el aprendizaje que permite a los
animales atribuir a los estimulos predictores del refuerzo una relevancia como pistas
que incentivan el deseo de obtener el mismo (véase discusion del Capitulo III).

Es también necesario tener en cuenta que las neuronas dopaminérgicas del VTA
dan lugar a importantes proyecciones que inervan, ademas del nacleo accumbens (tanto
el area central como el area periférica), la corteza prefrontal y la amigdala (véase

capitulo II). Estas tres estructuras forman parte del sistema del refuerzo (Kelley &
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Berridge, 2002; Baxter & Murray, 2002), y por tanto pueden participar en el
procesamiento del refuerzo derivado del sabor dulce. Sin embargo, diversos trabajos
previos sugieren que la implicacion de la via dopaminérgica tegmento-estriatal en la
recompensa derivada del sabor dulce depende especificamente de la proyeccion sobre el
AcbShM (Hajnal & Norgren, 2001; Norgren et al., 2006). Por tanto, las lesiones
especificas del AcbShM nos revelaran si efectivamente el input dopaminérgico sobre
esta estructura es critico en la preferencia por el sabor dulce. Ademas, al igual que
hemos planteado para el caso de las feromonas, el andlisis de la dindmica de obtencion
del refuerzo puede aportar datos reveladores sobre si las lesiones afectan a la hedonia, a
la motivacioén o al aprendizaje asociado al refuerzo.

Los experimentos descritos en este capitulo tienen, por tanto, un doble objetivo.
Por un lado comprobar si la deplecion de dopamina del AcbShM afecta a la dinamica de
preferencia por feromonas sexuales, y por otro comprobar si el déficit en la preferencia
por sacarosa observado tras lesiones de las células dopaminérgicas del VTA se debe a la
falta de dopamina en el AcbShM, asi como clarificar si el déficit de dopamina en esta
zona afecta a la preferencia por sacarosa alterando el componente hedonico, el
motivacional o el aprendizaje asociado al refuerzo. Para responder estas preguntas,
lesionamos los terminales dopaminérgicos de la zona medial del Acb y analizamos en
detalle la dindmica de la preferencia por sacarosa y por feromonas sexuales
especialmente en los primeros minutos de obtencion del refuerzo.

Es importante resaltar que, puesto que nuestros animales experimentales no tenian
experiencia previa ni con sacarosa ni con feromonas sexuales, en la primera experiencia
con el refuerzo so6lo el valor hedénico del mismo puede dar lugar a una preferencia,
dado que el componente motivacional y el aprendido dependen, por definicion, de la
experiencia previa con el estimulo reforzante. Por tanto, el analisis de los primeros
minutos de exposicion a los estimulos reforzantes (sacarosa o feromonas sexuales) debe
revelarnos los efectos de la lesion sobre el procesamiento del valor hedonico de cada
estimulo, mientras que el analisis de la dindmica de la preferencia una vez pasados los
primeros instantes debe revelarnos efectos sobre la adquisicion de la motivacion o sobre
el aprendizaje asociado al refuerzo.

Para poder estudiar la dindmica de la preferencia por los dos estimulos reforzantes
es necesario utilizar un método de medida que permita comparar los primeros instantes
en que los animales acceden por primera vez a la sacarosa y a las feromonas sexuales, y

por tanto no es util la metodologia utilizada en el capitulo III, en el que los
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experimentos de preferencia por sacarosa y por feromonas tenian marcos temporales
muy distintos. Por ello, en este capitulo, utilizamos el test de preferencia por feromonas
anteriormente descrito pero en este caso analizamos la preferencia en intervalos
temporales de 10 segundos. Para estudiar la preferencia por la sacarosa utilizamos un
contador de lametones (Cannon & Palmiter, 2003), con el que podemos saber de qué
botella bebe el animal y en qué cantidad en cada momento, y ajustamos el periodo de
test a una hora. Ademas, este paradigma experimental ha sido descrito en detalle
utilizando una concentracion de sacarosa de 0.5 M (Cannon & Palmiter, 2003), por lo
que decidimos utilizar esta misma concentracién en nuestros experimentos a fin de
poder comparar nuestros resultados con los disponibles en la literatura. Con el fin de
comparar con los resultados obtenidos en el Capitulo III, después de los tests llevados a
cabo en los contadores de lametones repetimos los tests de 48 horas siguiendo el
protocolo utilizado anteriormente.

Los resultados obtenidos indican que, ya en los individuos control, la obtencion de
ambos estimulos reforzantes muestra dinamicas iniciales muy diferentes. Mientras la
preferencia por feromonas masculinas muestra una dinamica lineal, la dinamica inicial
de la preferencia por la soluciéon azucarada es mucho mas compleja, con una fase
marcada de preferencia inicial, seguida de un rechazo del estimulo dulce que es
interpretado como una neofobia (ver discusion). Por otra parte, nuestros resultados
indican que mientras las lesiones del VTA daban lugar a un descenso en el consumo de
sacarosa (en periodos largos), las lesiones del area periférica medial del Acb no parecen
tener efectos sobre la preferencia por sacarosa a largo plazo, aunque si sobre la
dinamica de adquisicion de la preferencia por sacarosa. Por el contrario, la deplecion de
dopamina del AcbShM no parece afectar a la atraccion de las hembras de raton por
feromonas sexuales, de acuerdo con los resultados del Capitulo III, ni a su dinamica

inicial.



Material v métodos

Animales y disefio experimental

Estos experimentos se realizaron utilizando hembras de raton de la cepa CD-1
(Harlam, Barcelona, Espafia), que fueron tratadas de acuerdo con la Directiva del
Consejo de la Comunidad Europea del 24 de Noviembre de 1986 (86/609/EEC). Como
en el Capitulo III, las hembras utilizadas en estos experimentos fueron criadas de
manera que, en el momento de los experimentos, no tenian experiencia previa con
sefiales quimicas derivadas de machos adultos. Veinticinco hembras de raton adultas
“quimicamente virgenes” se asignaron al azar al grupo control (n=10, cirugia simulada)
o al grupo experimental (lesiones de los terminales dopaminérgicos del AcbShM)
(n=15).

Cirugia y cuidados post-operatorios

Todos los procedimientos quirdrgicos se realizaron siguiendo los protocolos
descritos en el Capitulo III. Los animales en el grupo LESIONADO recibieron
inyecciones bilaterales de neurotoxina (6-OHDA, preparada tal como se ha descrito en
el capitulo III) en el area periférica medial del nlicleo accumbens utilizando las
siguientes coordenadas: 1.5 mm anterior desde bregma, 1.1 mm desde la linea media y
4.0 mm de profundidad desde la superficie cerebral (coordenadas adaptadas a la cepa
CD-1 a partir del atlas de Paxinos & Franklin, 2001). Por su parte, los animales del
grupo SIMULADO recibieron inyecciones de vehiculo en las mismas coordenadas. Las
inyecciones se realizaron a un flujo de 0.1 pl por minuto hasta alcanzar los 0.5 pl totales
por hemisferio. Como en el capitulo III, inyectamos desipramina intraperitonealmente a
los animales, para proteger sus neuronas adrenérgicas del efecto del neurotoxico.
Igualmente, durante el periodo posoperatorio y los dias siguientes controlamos el peso
de los animales y cambiamos su dieta como en el capitulo III en los casos en que

observamos hipofagia e hipodipsia.

Test de actividad locomotora

Las lesiones de la via tegmento-estriatal pueden afectar también a la actividad y
movilidad de los animales, lo que haria dificil interpretar las medidas del
comportamiento investigador. Para analizar el efecto de estas lesiones en la movilidad

de los animales, estimamos la actividad motora midiendo la velocidad media (cm/s) de
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los animales durante los tests control (C/C) pre- y post-quirtrgicos, usando el programa

informatico de analisis de comportamiento Smart v.2.0 (Panlab, Barcelona).

Test de preferencia por el sabor dulce

El test de preferencia por el sabor dulce se realizo en el interior de una caja de
Skinner provista de dos botellas con contador automatico de lametones (PanLab,
Barcelona). Cada vez que un animal da un lametén en alguna de las botellas el sistema
envia una sefial a un ordenador que genera el correspondiente registro. Para que los
animales bebiesen al ser introducidos en la caja, se les privo de agua durante las 24
horas anteriores. Previamente, los animales fueron habituados a la caja de Skinner
mediante 3 sesiones de 1 hora durante 3 dias sucesivos (tras 24 horas de deprivacion en
cada caso), en las que tuvieron acceso a agua el primer dia en una de las botellas, el
segundo en la otra y el tercero en ambas simultdneamente. El cuarto dia se realiz6 el test
de preferencia por sabor dulce, en el que una de las botellas contenia una solucion 0.5 M
de sacarosa y la otra agua. El test se repitido un dia después intercambiando la posicion
de las botellas. En ambos tests la duracion de la prueba fue de 1 hora. Los lametones se
analizaron en bloques de 1 minuto desde el inicio de la prueba.

Para poder comparar mas facilmente los resultados de este capitulo con los del
anterior, a continuacion los animales fueron sometidos a otro test de preferencia por
sacarosa idéntico al del capitulo III. Resumiendo, los animales pasaron 48 horas con
acceso libre a dos botellas que contenian agua o una soluciéon 0.1 M de sacarosa. Las
botellas se pesaron al principio y al final del test para obtener una medida del consumo

de agua y sacarosa de cada animal durante las 48 horas.

Metodologia histologica

Al finalizar los experimentos los animales fueron perfundidos, y sus cerebros
extraidos, cortados y procesados utilizando la misma metodologia y procedimientos
inmunohistoquimicos que en el capitulo IIl. Para evaluar la extension de la lesion
analizamos, en las preparaciones de deteccion inmunohistoquimica del transportador de
dopamina, tres niveles del Acb, uno anterior (coordenada AP, 1.70 mm desde Bregma
de acuerdo con Franklin & Paxinos, 2001), uno intermedio (coordenada AP, 1.10) y uno
caudal (coordenada AP, 0.86 mm). Usando una cdmara clara dibujamos para cada
seccion, la citoarquitectura y la extension de la lesion. Tras escanear cada dibujo

utilizamos el software Image J 1.5 (Wayne Rasband, NIH, USA) para determinar qué
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porcentaje del AcbShM estaba afectado por la lesion. Para ello, consideramos la
extension ventral del AcbShM hasta la linea que va desde el aca hasta el borde medial
del tubérculo olfativo (Fig. 4.1). Aquellos animales en los que la lesion del AcbShM fue
inferior al 65% (considerando ambos hemisferios en cada animal) fueron descartados de

los siguientes analisis estadisticos.

Tratamiento de los datos y analisis estadistico

Los datos relativos a la movilidad y comportamiento exploratorio, tiempo gastado
investigando el sustrato limpio o utilizado por macho y el consumo de agua y sacarosa
en los tests de 1 hora fueron analizados estadisticamente usando el programa
informatico de analisis estadistico SPSS (versiéon 14.0). Para analizar si existen
diferencias entre los grupos en las diferentes variables se utilizo un andlisis de varianza
de medidas repetidas para la movilidad, el comportamiento exploratorio de las
feromonas y el consumo de sacarosa. Previamente al analisis, se comprobo que los
datos cumplian el requisito de esfericidad, y en caso de no hacerlo se aplico el ajuste de
Greenhouse-Geisser.

Algunos de los datos del consumo de agua y sacarosa en el test de 48 horas no
seguian una distribucion normal (el consumo de agua y la variable "resta" en el grupo
SIMULADO vy la variable "suma" en el grupo LESIONADO, test de Kolmogorov-
Smirnov). Por tanto, como en el capitulo anterior, se analizaron estos datos utilizando

test no paramétricos, la U de Mann- Whitney.

Comportamiento quimio-investigador

Para comprobar si la investigacion de ambos recipientes era equilibrada antes de la
operacion, se realizo un test t de Student para muestras emparejadas comparando el
tiempo que los animales pasaron explorando cada recipiente en el test control
prequirtrgico. El tiempo total utilizado investigando ambos recipientes también fue
analizado usando una ANOVA de una via comparando los grupos SIMULADO vy
LESIONADO para comprobar que las posibles diferencias no se debian a un déficit en
el comportamiento investigador del grupo LESIONADO. Para evaluar posibles
diferencias en el comportamiento quimioinvestigador del sustrato limpio o el ensuciado
por machos, el tiempo utilizado investigando cada recipiente fue analizado utilizando
una ANOVA de tres vias de medidas repetidas. También se estudidé la dinamica

temporal de la preferencia por el sustrato utilizado por machos, analizando en bloques
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de 10 segundos la preferencia a lo largo del test mediante una ANOVA de tres vias de

medidas repetidas.

Preferencia por sacarosa

Antes de analizar los datos del test de preferencia por el sabor dulce, para
comprobar si hay una preferencia previa por alguna botella (por ejemplo, los animales
podrian evitar la botella mas cercana a la puerta de la caja de Skinner), se compard
mediante una t de Student en cada uno de los grupos (SIMULADO y LESIONADO),
los lametones en la botella izquierda con los lametones en la botella derecha en el test
en el que ambas botellas contenian agua.

Los datos de los lametones efectuados en el test de preferencia por el sabor dulce
fueron analizados de tres maneras. En primer lugar, para comprobar que la lesion no
disminuia la apetencia por los liquidos o dificultaba de alguna manera la accion de
beber, se analizd mediante una ANOVA de dos vias el total de lametones (suma) en
ambas botellas. En segundo lugar, para evaluar el consumo de agua y sacarosa, el
numero de lametones en cada botella fue analizado utilizando una ANOVA de medidas
repetidas. En tercer lugar, al igual que en el capitulo III, tomamos como indice de
preferencia por sacarosa la resta de los lametones efectuados en la botella que contenia
sacarosa menos los lametones de la botella que contenia agua. Esta variable fue
analizada mediante una ANOVA de dos vias (ver resultados).

Con el objetivo de complementar este analisis y para investigar los detalles de la
dinamica inicial de consumo de sacarosa y agua, realizamos una serie de analisis de los
15 primeros minutos en bloques de un minuto. Para ello, utilizamos las mismas
variables descritas en el parrafo anterior, consumo total (suma), consumos de agua y de
sacarosa, y el indice de preferencia por sacarosa (resta) y los mismos analisis (ANOVA
de medidas repetidas).

Por ultimo analizamos en detalle la primera experiencia de las hembras de raton
con la sacarosa, dado que durante este periodo, previsiblemente, el consumo deberia
estar determinado fundamentalmente por el impacto hedonico del sabor dulce mientras
que el desarrollo de la motivacidn es incipiente. Para ello intentamos estimar la duracion
de los periodos de consumo continuado de sacarosa, es decir, los periodos en que los
animales, tras probar la solucion dulce, no cambiaban de botella sino que seguian
bebiendo de la misma. Analizamos asi los primeros cuatro periodos de consumo

continuado de sacarosa (o de agua), para los que medimos la duracién de los mismos, el
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numero de lametones por periodo, y la avidez del consumo estimada como el nimero de

lametones por segundo.

Tests de preferencia por las sefales quimicas derivadas de machos y
comportamiento quimio-investigador

Para realizar estos test comportamentales utilizamos un protocolo similar al
descrito en el capitulo anterior, con la diferencia de que para medir el tiempo que cada
animal gastaba investigando cada uno de los recipientes se utilizd el programa
informatico Smart v.2.0, que discrimina automaticamente el animal respecto del fondo y
registra su posicion. Para cuantificar el tiempo que un ratén pasa investigando un
determinado recipiente se tom6 como criterio que su centro de masas estuviera situado
sobre el recipiente o a menos de 1 cm de éste. El registro proporcionado por Smart
permitio analizar no solo el tiempo total de investigacion de los recipientes al final del
test, sino también la evolucion de este comportamiento a lo largo del test en bloques de
10 segundos.

Antes de realizar la cirugia, todas las hembras fueron habituadas a la manipulacion
necesaria para realizar el test y a la caja experimental (10 minutos al dia durante dos
dias) y se les realizo un test prequirargico con viruta limpia en ambos recipientes (C/C).
Este test se utilizO para eliminar los animales que mostraban un comportamiento
exploratorio muy desequilibrado (al pasar mas de un 80% del tiempo de exploracion de
los recipientes sobre uno de los dos lados), y con este criterio resultd eliminado un
animal de cada grupo (SIMULADO, n = 9; LESIONADO, n = 14. Después del tiempo
de recuperacion postoperatorio, todas las hembras (de los grupos SIMULADO vy
LESIONADO) pasaron de nuevo por dos dias de habituacion y se les realizo un test C/C
postquirugico. La comparaciéon de ambos tests control (pre- y post-quirirgico) nos
permitia analizar el efecto de las lesiones sobre comportamiento exploratorio global.
Después del test C/C, se realizo el test de preferencia de sefiales quimicas derivadas de

machos (C/M, sustrato limpio contra sustrato utilizado por machos).
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Resultados

Evaluacion histologica de las lesiones

La inyeccion de 6-OHDA resultdé en la reduccion sustancial de fibras
inmunoreactivas para el DAT en el Acb bilateralmente, particularmente en el area
objetivo (el shell medial, Fig. 4.1) y, en algunos casos, en la parte ventral del caudatus
putamen, en la zona atravesada por la trayectoria de la micropipeta. De los 14 animales
lesionados se seleccionaron los ocho animales que tenian al menos un 65% del area total
del AcbShM con una clara deplecion de la inervacion dopaminérgica, que integraron el
grupo LESIONADO. El érea lesionada del shell medial del niicleo accumbens en los
ocho animales del grupo lesionado fue, en promedio, del 82%. El area lesionada incluia
el islote mayor de Calleja. Otros seis animales no cumplieron este requisito (deplecion
dopaminérgica menor del 65% del AcbShM) y fueron descartados para el resto de

analisis.

Tests de actividad motora
Para comprobar que los animales no sufrian una deficiencia motora debida a la

inyeccion de neurotoxico, que dificultase la movilidad y por tanto el comportamiento

. W

Figura 4.1 Fotomicrografias digitales de tres secciones del niicleo accumbens procesadas para la
deteccion inmunohistoquimica del DAT, de un animal del grupo SIMULADO (A-C de rostral a
caudal) y uno del LESIONADO (D-F, de rostral a caudal). El shell medial del nucleo accumbens
(sefialado con una linea discontinua) muestra una perdida bilateral sustancial de innervacion
positiva para el DAT en el animal lesionado. Otras partes del nucleo accumbens, tubérculo olfativo
y caudatus putamen también sufrieron una pérdida de inervacion dopaminérgica. Barra de
calibracion en F: 1 mm. Abreviaturas, ver la lista.
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exploratorio, medimos la velocidad media del animal en los 5 minutos en el test C/C
antes y después de la operacion. Los datos de la velocidad se analizaron mediante una
ANOVA de medidas repetidas comparando los grupos LESIONADO y SIMULADO
(factor entre-sujetos) y los tests pre- y post-quirtirgico (factor intra-sujetos). Este
analisis demostré que no habia efectos significativos del factor grupo (F; ;5 = 0.01; p >
0.9) ni de la operacion (F ;s = 0.158; p > 0.6). Tampoco era significativa la interaccion
entre ambos factores (F; ;5 = 0.021; p > 0.8). Por tanto, ni las lesiones ni la operacion

afectaron a la capacidad locomotora de los animales.

Tests de preferencia por la feromona de macho

Para comprobar que los animales no tenian una preferencia previa por algun lado
de la caja antes de la operacion, estudiamos el comportamiento exploratorio de ambos
grupos en el test control (sustrato limpio en ambos recipientes). Mediante un test t de
Student para muestras emparejadas comparamos el tiempo que los animales pasaron
explorando cada recipiente. El anélisis reveld que ambos grupos, SIMULADO (tg =
1.31; p > 0.2) y LESIONADO (t; = 1.22; p > 0.2), mostraban una exploracién
equilibrada por ambos recipientes. Ademas, el tiempo total invertido investigando los
recipientes no se vio afectado por la lesién, como revela la ANOVA comparando este
parametro en los grupos SIMULADO y LESIONADO en el test C/C postquirargico
(F1.15=0.018; p > 0.8) y en el test de preferencia C/M (F; ;5 = 0.707; p > 0.4). Por tanto
nuestro disefio experimental es no sesgado, dado que los animales no muestran
preferencia previa por ninguno de los recipientes, y ademas las lesiones no afectan al

comportamiento exploratorio cuando éste es realizado sobre viruta limpia.
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El comportamiento quimioinvestigador de las hembras fue analizado utilizando
una ANOVA de tres vias, con el TEST (control o de preferencia por machos) y LADO
(izquierda, derecha) como factores intrasujetos, y el GRUPO (SIMULADO,
LESIONADO) como factor intersujetos. La ANOVA reveld que los factores "LADO"
(F =0.05; p > 0.3) y "GRUPO" (F = 0.1; p > 0.7) no tenian efectos significativos. El

Test Control Test Preferencia Macho
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8
2140 — —
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Tiempo de Exploracion

Figura 4.2 La lesion de la inervacion dopaminérgica del AcbShM no tiene un efecto significativo en
la preferencia de las hembras por el sustrato utilizado por macho. El grafico muestra el tiempo
promedio (% error estandar) que las hembras gastan investigando ambos recipientes en el test control,
cuando habia sustrato limpio en ambos recipientes, y en el test de preferencia, cuando habia sustrato
utilizado por macho en el recipiente derecho. No habia diferencia entre ambos grupos (SIMULADO y
LESIONADO) en la investigacion preferencial de las sefiales quimicas derivadas de macho. Ambos
recipientes fueron investigados por igual en el test control, mientras que en el test de preferencia, el
sustrato utilizado por macho era preferido significativamente (asterisco) (ver texto para mas detalles).

efecto del "TEST" era marginalmente significativo (F = 3.36; p < 0.09). La interaccion
de segundo orden “LADO x TEST” era significativa (F, ;5 = 11.23; p < 0.05), mientras
que la interaccion "GRUPO x TEST” (F; ;5 = 1.53; p > 0.2) y la interaccion de tercer
orden (TEST x LADO x GRUPO, F;;5 = 0.001; p > 0.9) no eran significativas. La
presencia de una interaccion significativa “localizacion x test” y la ausencia de una
interaccion de tercer orden son indicativas de una preferencia similar de ambos grupos

de animales por las feromonas derivadas de macho (Fig. 4.2). De hecho, un analisis
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Figura 4.3 El grafico ilustra la dinamica de la exploracion decada recipiente que las hembras de raton
muestran en el test de preferencia, dividido en bloques de 10s. No se observan diferencias entre ambos
grupos (SIMULADO y LESIONADO), que siguen una dindmica lineal.

post-hoc de la interaccion “LADO x TEST” usando la comparacion por pares (con la
correccion de Bonferroni) mostraba que los recipientes izquierdo y derecho eran
investigados por igual en el test control (p > 0.05), pero no en el test de preferencia por
macho, en el que el recipiente que contenia el sustrato utilizado por macho era
significativamente mas investigado (p < 0.05) (Fig. 4.2).

Por otro lado, la falta de significacion de la interaccion “GRUPO x TEST”, asi
como de la interaccion de tercer orden, indican que la presencia de feromonas en el test
de preferencia de macho tiene el mismo efecto en el comportamiento de los animales
del grupo SIMULADO vy del grupo LESIONADO. En otras palabras, no hay diferencia
en la preferencia por el sustrato utilizado por macho entre ambos grupos.

Para describir en detalle la dindmica de la preferencia por las feromonas de macho
analizamos los 5 minutos del test C/M en 30 bloques de 10 segundos (Fig. 4.3),
utilizando una ANOVA de tres vias con el TIEMPO (los intervalos de 10 segundos) y el
LADO (izquierda, derecha) como factores intra-sujetos y el GRUPO (SIMULADO,
LESIONADO) como factor entre sujetos. El andlisis mostr6 que solo habia un efecto
significativo del factor "LADO", debido a que los animales pasaban significativamente
mas tiempo durante el test investigando el recipiente que contenia feromonas de macho
(F115=15.378; p <0.05). El resto de factores (tiempo, F < 1; p > 0.5; grupo, F = 1.04; p
> (0.3) e interacciones no mostraron efectos significativos, ni la interaccion “LADO x

TIEMPO” (Fy 15 = 0.907; p > 0.5) por lo que la preferencia por el lado no cambia a lo
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largo de los 5 minutos. Tampoco la interaccion “LADO x GRUPO” (F; ;5 = 0.019; p >
0.8) ni la interaccion de tercer orden “LADO x TIEMPO x GRUPO” (F, ;5 = 0.803; p >
0.6) fueron significativas, por lo que la preferencia por feromonas masculinas no se ve
afectada, como demostraba el analisis anterior, por la lesion . Por otra parte, la ausencia
de interaccion de tercer orden demuestra que en ambos grupos la preferencia por las
feromonas de macho en la primera exposicion a las mismas, muestra una dindmica

lineal (Fig. 4.3) sin habituacién ni sensibilizacidon con el tiempo.

Test de preferencia por sacarosa

Tras los tests de preferencia por feromonas de macho, estudiamos en los mismos
animales la preferencia por otro refuerzo natural también de naturaleza quimica: el
sabor dulce. Para ello utilizamos tests de preferencia de una solucién de sacarosa frente
a agua, un paradigma comportamental en el cual la preferencia por la solucion
azucarada depende de la via tegmento-estriatal (Capitulo III; Shimura et al., 2002).

Para descartar que los animales tuviesen una preferencia previa por alguna de las
dos botellas utilizadas en el test (debido por ejemplo a la posicion respecto a la puerta
de la caja experimental, a las condiciones de iluminacion, etc.) analizamos el nimero de
lametones que los animales realizaron en cada botella en el tercer dia de habituacion,
cuando ambas contenian agua. Para ello realizamos un test t de Student para muestras
relacionadas comparando el numero de lametones en ambas botellas en cada grupo, lo
que no dio un resultado significativo ni en el grupo SIMULADO (tg = -0.06; p > 0.9) ni
en el grupo LESIONADO (ts = -0.23; p > 0.8). Por tanto, en nuestras condiciones

experimentales partimos de una situacion equilibrada en cuanto a la preferencia inicial
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de los animales por las dos botellas utilizadas para presentar el estimulo reforzante.

Para comprobar si las lesiones de la inervacion dopaminérgica del ntcleo
accumbens afectaban al comportamiento de la ingesta de liquidos o a las capacidades
motoras necesarias para realizar lametones en los dispensadores de las botellas,
comparamos la suma total de lametones (en ambas botellas) de cada dia en el grupo
SIMULADO vy en el LESIONADO (Fig. 4.4) mediante una ANOVA de dos vias. El
resultado de este analisis mostr6 una falta de efectos significativos tanto del factor dia
(Fi.15s = 1.21; p > 0.2) como del factor grupo (Fi ;5 = 0.8; p > 0.3), asi como de la
interaccion entre ambos (F; 15 = 0.07; p > 0.7). Por tanto, como se aprecia claramente en
la Fig. 4.4, no habia ninguna diferencia en el consumo total de liquido debido a las
lesiones ni diferencia entre los tests del primer y segundo dia.

Para analizar si el consumo de agua o sacarosa (medido como el nimero de
lametones en cada dispensador, Fig. 4.5) estaba afectado por las lesiones de los
terminales dopaminérgicos del ntcleo accumbens, realizamos una ANOVA de tres vias
del namero de lametones en cada botella utilizando el dia del test (dia 1 o dia 2) y el
liquido (agua o sacarosa) como factores intra-sujetos y el grupo (SIMULADO frente a
LESIONADO) como factor inter-sujetos. Este analisis reveld un efecto significativo del
liquido (F;15 = 8.07; p < 0.05) y de la interaccion de segundo orden “liquido x dia”
(F115=23.255; p <0.01). Sin embargo, no resulto significativo el efecto del grupo (F, ;s
=0.844; p > 0.3), ni el efecto de las interacciones “liquido x grupo” (F; ;5 = 0.846; p >
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900 %k la inervacion DAérgica
] del AcbShM no altera
800 significativamente el
[ consumo de una
700 solucién de sacarosa
(contra agua). Se midio
® 600 para .cada animal
S feprlvado 31 namero ((116
-+ . . ametones de agua y de
% 2o0 = Slrn_UIado una solucion de 0.5 M
= 400 - BlLesionado|| de sacarosa consumidas
3 en una hora durante 2
o i dias. El grafico muestra
300 !
£ el valor promedio de
2 200 - 195 l.ametones en cada
iquido (con la
indicacion del error
100 1 estandar) de los grupos
SIMULADO y
0 ‘ ‘ LESIONADO.

Sacarosa Agua Sacarosa Agua

221



222

Capitule 4

0.3) ni “liquido x grupo x dia” (F; ;5 =0.012; p > 0.9). Por lo que podemos concluir que
aunque existe una preferencia por la sacarosa ésta depende del dia del test (si es la
primera vez que prueban la sacarosa o no) y es, en cambio, independiente de si los
animales han sido lesionados o no (Fig. 4.5). De hecho, un andlisis post-hoc de la
interaccion “liquido x dia” usando la comparacion por pares (con la correccion de
Bonferroni) mostraba que no habia una diferencia significativa en el numero de
lametones en la botella de agua y en la de sacarosa en el primer dia de test (p > 0.2),
pero si la habia el segundo dia, en el cual la soluciéon que contenia sacarosa era
significativamente mas consumida que el agua (p <0.01).

El andlisis del indice de preferencia por sacarosa corrobora estos resultados (Fig.
4.6). La ANOVA de dos vias revela un efecto significativo del factor dia (F; 5 = 23.25;
p <0.01), pero no del grupo (F; ;5 =0.8; p> 0.3) ni de la interaccion "grupo x dia" (F; ;5
= 0.012; p > 0.9). Por tanto, la preferencia por el sabor dulce de la sacarosa so6lo se
manifestaba el segundo dia, una vez que los animales ya tenian experiencia previa con
el sabor dulce, y lo hacia por igual en el grupo de animales LESIONADO y en el grupo
SIMULADO.
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Dinamica de la preferencia por sacarosa en los tests del primer y segundo dia

La primera experiencia con la solucion de sacarosa (test del dia 1) se revelaba
crucial para el desarrollo de la preferencia que aparecia el segundo dia del test. Por ello
quisimos analizar la dindmica de los lametones efectuados en las botellas con agua y
sacarosa durante los 15 minutos iniciales del test del primer dia para entender porqué en
esta primera experiencia no aparecia preferencia por la sacarosa. En primer lugar, para
descartar posibles efectos de la lesion sobre el consumo global de liquido en estos
primeros 15 minutos, realizamos una ANOVA de dos vias del numero total de
lametones en ambas botellas en cada minuto utilizando el tiempo (de minuto 1 a minuto
15) como medida repetida y el grupo (SIMULADO frente a LESIONADO) como factor
intersujetos. El resultado mostréo un efecto significativo del factor "tiempo" (Fi ;s =
19.752; p < 0.01) pero no de la interaccion "tiempo x grupo" (F; ;5 = 0.619; p > 0.6).
Podemos concluir, por tanto, que la ingestion global de liquido disminuia de manera
significativa a lo largo de los 15 minutos (Fig. 4.7), pero lo hacia de manera similar en
ambos grupos.

A continuacion estudiamos el desarrollo de la preferencia por sacarosa analizando
el numero de lametones en cada botella en cada uno de los 15 primeros minutos del test
(Fig. 4.8), mediante una ANOVA de tres vias con el liquido (agua o sacarosa) y el

tiempo (minutos 1 al5) como factores intrasujetos y el grupo (SIMULADO frente a
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Figura 4.7 El grafico muestra la dinamica de consumo total de liquido (sacarosa mas agua)
representado como el numero de lametones (promedio + error standard) en ambos recipientes en los
primeros 15 minutos del test de preferencia del primer dia, dividido en bloques de 1 minuto. No se

observan diferencias significativas entre ambos grupos (SIMULADO y LESIONADO).
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LESIONADO) como factor intersujeto. Este analisis reveld un efecto significativo del
factor "tiempo" (F; 15 =29.752; p < 0.01), de la interaccion de segundo orden “liquido x
tiempo” (Fy,15 = 3.25; p < 0.05) y de la interaccion de tercer orden “liquido x tiempo x
grupo” (F; 15 = 3.235; p < 0.05). Por tanto, los animales no beben igual a lo largo de los
15 minutos, la evolucién del consumo no es igual para ambos liquidos, y ademés esta
evolucion del consumo de ambos liquidos es diferente entre los animales del grupo
LESIONADO vy del grupo SIMULADO (Fig. 4.8). De hecho, un anélisis post-hoc de la
interaccion “liquido x tiempo x grupo” usando la comparacion por pares (con la
correccion de Bonferroni) mostré que ambos liquidos solo eran consumidos de manera
significativamente diferente en el grupo SIMULADO en el primer minuto (p < 0.01), en
el que los animales consumian mas sacarosa, y en el cuarto, en el que se invertia la
preferencia y los animales consumian preferentemente agua (p < 0.01). Aunque el
consumo de agua se mantiene practicamente el resto del test por encima del consumo de
sacarosa, estas diferencias no son significativas (aunque en algin minuto, como el
séptimo, p = 0.086, o el decimosegundo, p = 0.058, se acercan a serlo). En contraste, en
el grupo LESIONADO el nimero de lametones en la sacarosa y en el agua sdlo era
significativamente diferente en el segundo minuto, en el que los animales preferian la

sacarosa (p < 0.05), y el decimoprimer minuto, en el que los animales preferian el agua
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Figura 4.8 El grafico muestra la dinamica de consumo de cada liquido representado como el niimero
de lametones (promedio + error standard) en cada recipiente en el test de preferencia dividido en
bloques de 1 minuto. Se observan diferencias significativas entre ambos grupos (SIMULADO y
LESIONADO). El grupo SIMULADO consume significativamente mas de la solucion de sacarosa 0.5
M en el primer minuto y agua en el cuarto. El grupo LESIONADO consume significativamente mas
en el segundo minuto y mas agua en el decimoprimero.
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(p <0.05).

Estos resultados son corroborados por la ANOVA de dos vias del indice de
preferencia por sacarosa (lametones de sacarosa menos lametones de agua, Fig. 4.9).
Este andlisis nos mostrd un efecto significativo del factor tiempo (F; ;5 = 3.25; p <
0.05), asi como de la interaccion de segundo orden “tiempo x grupo” (Fy ;5 =3.235;p <
0.05). Por tanto, los animales no s6lo beben de manera diferente a lo largo de los 15
minutos, sino que este consumo preferente depende del grupo al que pertenezcan. El
analisis post-hoc de la interaccion “tiempo x grupo” usando la comparacion por pares
(con la correccion de Bonferroni) mostré que ambos grupos (SIMULADO vy
LESIONADO) se diferenciaban en el primer (p < 0.05) y cuarto minuto (p < 0.05).
Como se observa en la Fig. 4.9, en el primer minuto del test los animales del grupo
SIMULADO expresan una preferencia por sacarosa que no se observa en los animales
del grupo LESIONADO. En cambio, en el minuto cuatro los animales del grupo
SIMULADO muestran una preferencia por agua, cosa que no ocurre en los animales del
grupo LESIONADO.

A continuacién estudiamos si estas diferencias entre ambos grupos en la dinamica

de preferencia por sacarosa ocurrian también en los primeros 15 minutos del segundo
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Figura 4.9 El grafico muestra la dindmica de preferencia por sacarosa (lametones de la solucion de
sacarosa menos lametones de agua; promedio + error standard) en el test de preferencia del primer dia
dividido en bloques de 1 minuto. Se observan diferencias entre ambos grupos (SIMULADO y
LESIONADO). La preferencia por la sacarosa o agua es significativamente diferente en el primer y
cuarto minuto.
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dia del test, en el que como hemos visto ambos grupos mostraban una preferencia
robusta por la solucion dulce. Al igual que en el analisis de los datos del primer dia de
test, en primer lugar realizamos una ANOVA de dos vias para el consumo total (suma
de lametones en ambas botellas) utilizando el tiempo (minutos 1 a 15) como medida
repetida y el grupo (SIMULADO frente a LESIONADO) como factor intersujetos. El
resultado mostr6 un efecto significativo del "tiempo" (F; ;5 = 73.497; p < 0.05) pero no
del factor grupo (F; 15 =0.2; p >0.6) ni de la interaccion "tiempo x grupo" (F; 15 =1.853;
p > 0.4), por lo que podemos concluir que la suma de lametones disminuye a lo largo de
los 15 minutos y lo hace por igual en ambos grupos (Fig. 4.10).

Para analizar el consumo de agua y de sacarosa a lo largo de los primeros 15
minutos del segundo dia del test (Fig. 4.11), realizamos una ANOVA de tres vias
comparando el nimero de lametones en cada botella utilizando el liquido (agua o
sacarosa) y el tiempo (minuto 1 - minuto 15) como factores intrasujetos y el grupo
(SIMULADO frente a LESIONADO) como factor intersujeto. Este analisis reveld un
efecto significativo del factor "tiempo" (F; 15 =11.5; p <0.01), del factor "liquido" (F, s
= 11.425; p < 0.01) y de la interaccion de segundo orden “liquido x tiempo” (F; ;5 =
5.365; p < 0.01) pero no del factor grupo (F1,15 =0.71; p > 0.4), ni de la interaccion de
tercer orden “liquido x tiempo x grupo” (Fi ;5 = 0.829; p > 0.5). Por tanto, en el segundo

dia del test los animales no beben igual a lo largo de los quince primeros minutos de
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Figura 4.10 El grafico muestra la dindmica de consumo total de liquido (sacarosa mas agua)
representado como el numero de lametones (promedio + error standard) en ambos recipientes en el
test de preferencia dividido en bloques de 1 minuto en el segundo dia de test. No se observan
diferencias significativas entre ambos grupos (SIMULADO y LESIONADO).
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cada uno de los liquidos, pero este efecto no depende del grupo y por tanto de si tienen
o no una lesion (Fig. 4.11). El andlisis post-hoc de la interaccion liquido x tiempo revela
que el nimero de lametones al dispensador de sacarosa solo es significativamente
superior al numero de lametones en el dispensador de agua en los 3 primeros minutos
del test (p < 0.05 en las tres comparaciones) y en el quinto minuto (p < 0.05).

El andlisis del indice de preferencia por sacarosa (lametones efectuados en el
dispensador de sacarosa menos los efectuados en el dispensador de agua) a lo largo de
estos primeros 15 minutos (Fig. 4.12), mediante una ANOVA de dos vias utilizando el
tiempo (minuto 1-minuto 15) como medida repetida y el grupo (SIMULADO frente a
LESIONADO) como factor intersujetos, nos reveld un efecto significativo del factor
"tiempo" (F = 5.35; p < 0.01; correccion de Greenhouse-Geisser), pero no del grupo
(Fi115 =0.7; p > 0.4) ni de la interaccion de segundo orden “tiempo x grupo” (F; ;s =
1.908; p > 0.3). Como se observa en la grafica (Fig. 4.12), el indice de preferencia
desciende a valores proximos a cero a los pocos minutos de comenzar el test, pero lo
hace de igual manera en ambos grupos.

Por tanto, ni los animales lesionados ni los animales control muestran una
preferencia por la sacarosa el primer dia del test, pero los animales de ambos grupos la

adquieren por igual de manera que en el segundo dia esta preferencia aparece desde el

Consumo segundo dia
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Figura 4.11 El grafico muestra la dinamica de consumo de liquido representado como el numero de
lametones (promedio + error standard) de cada grupo en cada dispensador en los primeros 15 minutos
del test de preferencia del segundo dia, dividido en bloques de 1 minuto. No se observan diferencias
significativas entre ambos grupos (SIMULADO y LESIONADO).
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Figura 4.12 El grafico muestra la dindmica de preferencia por sacarosa (lametones de la solucion de
sacarosa menos los lametones de agua; promedio + error standard) de las hembras en los primeros 15
minutos del segundo test de preferencia dividido en bloques de 1minuto. No se observan diferencias

significativas entre ambos grupos (SIMULADO y LESIONADO).

primer momento.

Dinamica inicial: ;wanting o liking?

Para comprobar si los efectos de las lesiones pueden interpretarse como déficits en
el procesamiento del valor hedonico ("liking") de la sacarosa o por el contrario una falta
de motivacion ("wanting") por obtenerla, analizamos en mayor detalle el consumo de
sacarosa en los primeros minutos del primer dia en los que, en ausencia de experiencia
previa, la hedonia contribuye significativamente al refuerzo de la sacarosa, mientras que
el desarrollo de la motivacion es incipiente. Para ello decidimos cuantificar los periodos
de tiempo en los que se observaron lametones continuados (sin interrupcion) en la
botella de sacarosa o de agua mediante dos variables: por un lado analizamos la
duracion de los cuatro primeros periodos de lametones ininterrumpidos, y por otro el
numero de lametones por periodo en estos cuatro primeros periodos. La hipdtesis de
partida era que la hedonia de la sacarosa comportaria que los animales, que se habrian
aproximado a una u otra botella de forma aleatoria, mostrarian una tendencia mayor a
continuar bebiendo de la botella cuyo contenido tuviese mayor valor hedoénico
(sacarosa). Por su parte, a medida que se desarrollara la motivacion por la sacarosa, ésta
se apreciaria como una mayor frecuencia de lametones.

Para realizar el andlisis de la duracion media (en segundos) de cada periodo de
lametones ininterrumpidos utilizamos una ANOVA de tres vias con el liquido (agua o

sacarosa) y el periodo (periodos 1 a 4) como factores intrasujetos y el grupo
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Figura 4.13 El grafico muestra la duracion en segundos (promedio + error standard) de los cuatro
primeros periodos en que los animales beben sin interrupcion de cada liquido en el primer test de
preferencia. En el grupo SIMULADO existen diferencias significativas: en el primer periodo a favor
de la sacarosa y en el tercer y cuarto a favor del agua. En el grupo LESIONADO no se observan
diferencias significativas entre periodos ni entre el agua y la sacarosa en cada periodo.

(SIMULADO frente a LESIONADO) como factor intersujetos. Esta ANOVA revel6 un
efecto significativo del factor "periodo" (F34s = 7.645; p < 0.01), de la interaccion de
segundo orden “liquido x periodo” (F34s5 = 9.04; p < 0.01) y de la interaccion de tercer
orden “liquido x periodo x grupo” (F34s5= 3.43; p < 0.05) pero no de los factores grupo
(Fi1.15 = 0.076; p > 0.7) y liquido (F345 = 0.909; p > 0.3), ni de las interacciones de
segundo orden “periodo x grupo” (F34s = 0.829; p > 0.4) ni "liquido x grupo" (Fs4s =
2.388; p > 0.1). Un analisis post-hoc de la interaccion “liquido x periodo x grupo”
usando la comparaciéon por pares (con la correccion de Bonferroni) mostréo que la
duracion del primer periodo de consumo de sacarosa es significativamente superior a la
del primer periodo de consumo de agua en los animales del grupo SIMULADO (p <
0.01) pero no en los del grupo LESIONADO (p > 0.05) (Fig. 4.13). No se observan
diferencias entre grupos en la duracion del segundo periodo de consumo, mientras que
la duracion del tercer y cuarto periodo de consumo de agua es significativamente
superior a la duracion de los mismos periodos de consumo de sacarosa en los animales
del grupo SIMULADO (pasan mas tiempo bebiendo de la botella que contiene agua, p <
0.05) pero no en los del grupo LESIONADO (p > 0.05). Por tanto, mientras que en los
animales control la duracion de los periodos de consumo varia mucho y muestra
diferencias entre la sacarosa y el agua (a favor de la sacarosa en primera instancia y a
favor del agua posteriormente), en los animales lesionados la duracion de los periodos

de consumo de agua y sacarosa no difieren significativamente.
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Figura 4.14 El grafico muestra el nimero de lametones (promedio + error standard) en los cuatro
primeros periodos en que los animales beben sin interrupcion de cada liquido en el primer test de
preferencia. En el grupo SIMULADO existen diferencias significativas: en el primer periodo a favor
de la sacarosa y en el cuarto a favor del agua. En el grupo LESIONADO hay diferencia significativa
en el segundo periodo a favor de la sacarosa. Hay que resaltar en este grupo el cruce de tendencias
ocurre entre el tercer y cuarto periodo, mientras que en el grupo SIMULADO ocurre en el segundo
periodo.

El andlisis del nimero de lametones en cada uno de estos periodos lo realizamos
mediante una ANOVA de tres vias, comparando el liquido (agua o sacarosa) y el
periodo (periodo 1 - periodo 4) como factores intrasujetos y el grupo (SIMULADO
frente a LESIONADO) como factor intersujeto. Este andlisis revel6 un efecto
significativo del factor "periodo" (F345 =10.158; p <0.01), de la interaccion de segundo
orden “liquido x periodo” (F34s = 9.312; p < 0.01) y de la interaccion de tercer orden
“liquido x periodo x grupo” (Fs4s= 4.018; p < 0.05) pero no se observd efecto
significativo de los factores grupo (F; 15 = 0.05; p > 0.8) ni liquido (F; ;5= 3.915; p >
0.067), ni de las interacciones de segundo orden “periodo x grupo” (F3as = 0.42; p >
0.7) ni "liquido x grupo" (F; ;5 = 0.21; p > 0.6). Un andlisis post-hoc de la interaccion
“liquido x periodo x grupo” usando la comparacion por pares (con la correccion de
Bonferroni) mostr6 que ambos liquidos so6lo eran consumidos de manera
significativamente diferente en el grupo SIMULADO en el primer periodo (p < 0.01),
en el que los animales consumian mas sacarosa (como ocurria al analizar los minutos
sueltos), y en el cuarto, en el que se invertia la preferencia y los animales consumian
preferentemente agua (p < 0.01) (Fig. 4.14). En contraste, en el grupo LESIONADO el
numero de lametones en la sacarosa y en el agua solo era significativamente diferente en
el segundo periodo, en el que los animales preferian la sacarosa (p < 0.05), y en ninguno
de los otros tres periodos llegaba a ser significativamente diferente.

Los analisis de la duracién de los periodos de consumo y de los lametones
realizados durante estos periodos sugieren que los animales control consumen sacarosa

fundamentalmente en los primeros momentos del test y pasan después a consumir
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Figura 4.15 El grafico muestra la avidez (nimero de lametones por segundo; promedio + error
standard) de los cuatro primeros periodos en que los animales beben sin interrupcion de ambos
liquidos en el primer test de preferencia. No se observan diferencias significativas entre grupos.

preferentemente agua. En cambio, los animales lesionados consumen sacarosa de
manera mas homogénea a lo largo de los 4 primeros periodos de consumo. Vistos estos
resultados, decidimos analizar la avidez (nimero de lametones por segundo) con que
estos animales beben ambos liquidos en estos periodos, y saber asi si la diferencia en el
nimero de lametones por periodo segln el liquido y grupo se debe so6lo a un mayor
tiempo bebiendo de la botella, o si se encuentra también un incremento de la tasa de
lametones. Para analizar la avidez utilizamos una ANOVA de tres vias con el liquido
(agua o sacarosa) y el periodo (periodos 1 a 4) como factores intrasujetos y el grupo
(SIMULADO frente a LESIONADO) como factor intersujeto. Esta ANOVA reveld un
efecto significativo del factor "periodo" (F; 5 = 4.491; p < 0.05) y de la interaccién de
segundo orden “liquido x periodo” (F34s = 6.091; p < 0.05), pero no mostr6d efectos
significativos del liquido (F; ;5 = 1.081; p > 0.3), ni del grupo (F; 15 = 0.09; p > 0.7) ni
de las interacciones de segundo orden "periodo x grupo" (Fsss = 0.479; p > 0.6) y
"liquido x grupo" (F; ;5 =0.014; p > 0.9). De la misma manera, tampoco es significativa
la interaccion de tercer orden “liquido x periodo x grupo” (Fs4s= 1.724; p > 0.1). Por lo
que podemos concluir que la avidez con que beben los animales no es la misma en cada
periodo, y varia en funcién del liquido que estdn bebiendo, pero no depende si los
animales han sufrido una lesion o no (falta de efecto del factor grupo y de las
interacciones con este factor) (Fig. 4.15). El analisis de la interaccion "liquido x
periodo" muestra que los animales de ambos grupos beben con mayor avidez sacarosa
durante los dos primeros periodos (p < 0.05) mientras que beben con mayor avidez agua
en el cuarto periodo (p < 0.05).

A continuacion las mismas hembras fueron testadas durante 48 horas con acceso

libre a dos botellas, conteniendo agua una de ellas y una solucion 0.1 M de sacarosa la
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16 Figura 4.16 La lesion de la
inervacion dopaminérgica del
AcbShM no altera el consumo
de una solucion de sacarosa
T (contra agua) en un test de 48
12 horas. Se midi6 para cada
animal la cantidad de agua y
de una solucion de 0.1 M de
sacarosa consumidas durante
mSacarosa || el test. El grafico muestra el
mAgua valor promedio (con la
indicacion del error
estandard) del consumo de
agua y sacarosa de los
animales del grupo
SIMULADO y
LESIONADO. Un U-test de
Mann-Whitney indica que las
lesiones no alteran
significativamente el
Simulado Lesionado consumo de sacarosa ni el de

Grupo agua.
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otra (de manera similar a los experimentos de preferencia por sacarosa del Capitulo III).
Como los valores de consumo de agua y el indice preferencia (en el grupo
SIMULADO) y el consumo total (en el LESIONADO) no siguen una distribucion
normal usamos un test no paramétrico (test U de Mann-Whitney) para analizar las
posibles diferencias entre los grupos SIMULADO y LESIONADO en la preferencia por
el sabor dulce. Este test se aplico al consumo total de liquido (agua mas sacarosa), al
consumo de sacarosa y de agua, y a la preferencia por la sacarosa (sacarosa menos
agua). Los resultados de estos andlisis no revelaron ninguna diferencia significativa
entre grupos en ninguno de los factores analizados. El consumo de sacarosa (U = 35, Z
=-0.096, p > 0.9), el consumo total (U = 31, Z =-0.481, p > 0.6), y la preferencia por
sacarosa (U = 30, Z = -0.577, p > 0.5) no resultaron significativamente diferentes,
mientras que el consumo de agua se observdé una diferencia que no lleg6 a ser

significativa (U = 16.5, Z =-1.889, p= 0.059; Fig. 4.16).
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Discusion

Se ha postulado que la proyeccion dopaminérgica tegmento-estriatal forma parte
del sistema neural implicado en la expresion de comportamientos apetitivos (dirigidos
por la busqueda de recompensa), como el consumo de comida, el consumo de agua o el
sexo (ver Wise & Rompre, 1989). De hecho, tal como observamos en el capitulo III
después de las lesiones especificas dopaminérgicas del VTA, también las inyecciones
del agente neurotoxico (6-OHDA) en el area periférica medial del nucleo accumbens
dieron lugar, en algunos animales, a fendmenos de hipofagia e hipodipsia
inmediatamente después de la inyeccion. Este hecho confirma que las proyecciones
dopaminérgicas del VTA especificas al AcbShM, independientemente de otras areas
receptoras de proyecciones del VTA como la amigdala y el cortex prefrontal, participan
sustancialmente en el mantenimiento de una conducta normal de alimentacion e ingesta
de liquidos. Es destacable el hecho de que, pocos dias después de la lesion, los animales
recuperan el comportamiento de ingesta normal, tanto de alimento sélido como de
liquidos, lo que sugiere que existen mecanismos compensatorios que pueden suplir la

falta de dopamina en el AcbShM.

La atraccion innata por feromonas presenta una dinamica lineal y no
requiere dopamina en el AcbShM

El andlisis de la actividad locomotora, asi como del tiempo total utilizado
investigando los recipientes con viruta limpia en el test control post-quirurgico, muestra
que las lesiones no afectan a la capacidad motora del animal ni a la ejecucion del
comportamiento exploratorio. Esta falta de efecto de la deplecion dopaminérgica
contrasta con resultados previos que mostraron que las lesiones con 6-OHDA en el Acb
reducen la actividad locomotora desarrollada en un ambiente novedoso (Koob et al.,
1978), aunque las lesiones de este estudio previo eran substancialmente mas grandes
que las nuestras. Respecto a la quimioinvestigacion preferente de las feromonas de
ratones macho, los resultados expuestos indican que los ratones hembra sin ninguna
experiencia previa con sefiales quimicas derivadas de machos, con una deplecion
promedio del 82% de las fibras dopaminérgicas que inervan el area periférica medial del
nucleo accumbens (y con una fraccion minima del caudatus putamen afectado)
mantienen la preferencia por las feromonas de macho (Fig. 4.2), al igual que ocurria en

ratones hembra con lesiones dopaminérgicas del VTA (Martinez-Herndndez et al.,
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2006). Sin embargo, Mitchell & Gratton (1991, 1992) demostraron que sefiales
quimicas procedentes de hembras de rata en estro (y no de machos ni hembras
ovariectomizadas) provocaban la liberaciéon de DA en el Acb de ratas macho. Esta
aparente incongruencia entre experimentos tiene varias posibles explicaciones. Mitchell
y Graton registraban mediante cronoamperometria en el area central del Acb de ratas
machos con experiencia, mientras que nosotros realizamos nuestros experimentos con
hembras de ratén "quimicamente virgenes" a las que lesionamos especificamente las
células DAérgicas del VTA (en el Capitulo III) o las fibras DAérgicas del AcbShM.
Ademas, nuestros resultados no demuestran que la DA no se libere tras la deteccion de
las feromonas sexuales y tenga una funcion relacionada con el refuerzo en el cerebro
normal de un raton, pero si demuestran que ésta no es necesaria para la expresion de la
atraccion innata que las feromonas sexuales ejercen en los individuos.

Al estudiar detenidamente la dindmica de la exploracion del sustrato, se observa
en todos los casos que la exploracion sigue una dindmica lineal con una preferencia por
la viruta ensuciada por machos constante durante los 5 minutos del test (Fig. 4.3). Esta
dinamica refuerza la idea de que el test de preferencia no esta revelando un efecto
novedad, puesto que en ese caso la preferencia por feromonas masculinas seria mayor al
principio y decaeria a medida que pasara el tiempo, como ocurre en los tests de
habituacién-deshabituacion (Baum & Keverne, 2002). Por el contrario, la preferencia
por las feromonas se mantiene estable a lo largo de los 5 min, demostrando que el
estimulo mantiene su valor atractivo durante todo el periodo. Este resultado es
consistente con la deteccion de las feromonas sexuales masculinas por el organo
vomeronasal (Halpern, 1987; Keverne, 1999; Martinez-Ricos et al., 2008). A diferencia
del sistema olfativo, en el que la sensibilidad a un determinado estimulo va decayendo
en el tiempo a medida las neuronas sensoriales del epitelio olfativo se habitian
(Mashukova et al., 2006), en el 6rgano vomeronasal no hay habituacién sensorial (al
menos a corto plazo, Holy et al., 2000; Luo et al.., 2003) por lo que las feromonas
sexuales son detectadas del mismo modo a lo largo del tiempo. Esta dinamica de
exploracion sugiere que las feromonas sexuales no provocan un efecto de saciedad en el
animal, lo que es razonable puesto que no varian el estado homeostatico del animal,

como ocurre con otros estimulos apetitivos (como la sacarosa; ver mas adelante).
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La deplecion dopaminérgica del AcbShM altera la dinamica de adquisicion de
preferencia por sacarosa

En contraposicion a la preferencia por feromonas, que como hemos visto aparece
desde el primer momento y sigue una dindmica lineal, la preferencia por sacarosa no
aparece en el primer dia del test, cuando el animal se enfrenta por primera vez a este
estimulo reforzante. El analisis del consumo de sacarosa y de agua revela que ambos
liquidos se consumen por igual durante el primer dia, mientras que el segundo dia
aparece, en ambos grupos, una robusta preferencia por el liquido azucarado. Ni en la
falta de preferencia del primer dia ni en la preferencia observada el segundo dia
aparecen diferencias significativas provocadas por la lesion (Fig. 4.5).

La falta de preferencia por la solucion dulce observada en el test del primer dia es
consistente con los resultados previos obtenidos por diversos laboratorios (Mason et
al.., 1978; Stewart & Reidinger, 1984; Amico et al.., 2005; Minasyan et al.., 2007). Esta
falta de preferencia es interpretada como un fendmeno de neofobia, fendmeno que ha
sido descrito también con otros estimulos (Cigrang et al.., 1986; Griebel et al.., 1993;
Kopp et al.., 1999; File, 2001; Pascual & Heinrichs, 2007). Precisamente por ser la
sacarosa un estimulo que se ingiere, los roedores presentan un cierto rechazo en la
primera experiencia debido a que el sabor es nuevo (Amico et al.., 2005). Los ratones
carecen del reflejo del vomito (Hatcher, 1924), por lo que la ingesta masiva de un
alimento nuevo, potencialmente toxico podria ser letal al no poder interrumpir su
digestion. El mecanismo de neofobia protege al animal de la ingestion excesiva de
alimentos nuevos que pueden constituir una amenaza por su potencial toxicidad. Asi
pues, como consecuencia de la neofobia, los animales consumen una cantidad minima
de nuevos alimentos. Si esta ingesta tuviera efectos perjudiciales para su salud, el
animal desarrollaria aversion condicionada por este sabor (Poulton, 1887; Garcia et al..,
1955; Garcia et al.., 1966; Touzani & Sclafani, 2001). Si, por el contrario, no aparecen
efectos toxicos del alimento nuevo, los efectos post-ingestivos seran reforzantes (Puerto
et al.., 1976; Touzani & Sclafani, 2001; Touzani & Sclafani, 2002; Zafra et al..,2007) y
facilitaran el consumo de ese alimento en el futuro, que quedaria asi incorporado a la

dieta del animal.

Se ha descrito que en el fenomeno de la neofobia participa el Acb (Burns et al.,
1996), puesto que lesiones excitotoxicas (mediante acido iboténico) del mismo

disminuyen la neofobia por un alimento apetecible (queso) ofrecido como alternativa al
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pienso habitual. Consistente con estos datos, nuestros resultados muestran que la
perdida de terminales DAérgicos en el AcbShM parece alterar la neofobia (mostrada en
el primer dia del test) retrasando su aparicion hasta que el animal casi se encuentra
saciado; pero no la superacion de la misma, puesto que el segundo dia del test de
preferencia por sacarosa ambos grupos presentaron la misma dinamica, una curva
asintotica, y un consumo total similar. Por tanto, podemos concluir que en ambos
grupos se habia aprendido que el sabor dulce de la sacarosa era inocuo sin importar la
falta de DA. En el caso de la neofobia por sacarosa, se ha sugerido que una reduccion de
la misma puede deberse a un descenso en la ansiedad del animal (se ha demostrado que
la ansiedad esta relacionada con la neofobia, Hall et al., 1997) al enfrentarse a un nuevo
sabor, y no a un aumento de la palatabilidad de la sacarosa (Fudge et al., 2006). Este
grupo demostréo que la alopregnanolona reduce la neofobia a sacarosa en ratas sin
deprivar, provocando el incremento en el nimero de lametones de una solucion de
sacarosa 0.3 M hasta niveles normales, a pesar de ser la primera vez que la prueban.
Desde el punto de vista neuroquimico, este efecto ansiolitico puede deberse a que la
alopregnanolona actua como modulador de receptor de GABA A, lo que puede ocurrir
directamente en las neuronas del Acb. Otros datos refuerzan la relacion entre el Acb, la
ansiedad y la neofobia derivan del trabajo de Green et al. (2006), quienes demostraron
que la sobreexpresion de la proteina ICER (/nducible cAMP Early Repressor) en el Acb
aumentaba las respuestas ansiogénicas disminuyendo el tiempo que los animales
pasaban en los brazos abiertos de un laberinto elevado y disminuyendo el consumo de
sabores nuevos, tanto liquidos como solidos. Aunque esta misma sobreexpresion
aumenta el consumo de sacarosa frente al grupo control, cuando no es la primera vez
que consumen ese sabor.

El analisis de la dindmica de consumo de la sacarosa reveld, por un lado, que el
consumo de sacarosa sigue una dindmica muy diferente a la observada en la exploracion
de feromonas. Por otro lado, la dinamica de consumo de sacarosa también difiere entre
el primer y el segundo dia del test, y s6lo en la primera exposicion de los animales a la
solucion dulce es observable un efecto de las lesiones de los terminales dopaminérgicos
del AcbShM.

Al analizar el consumo total de liquido (suma de lametones en ambas botellas) a lo
largo de los primeros 15 minutos del test se observa que existen diferencias en el
tiempo, puesto que a medida que pasa mas tiempo los animales consumen menos, como

es logico que ocurra ya que los animales se sacian, pero no existen diferencias entre
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grupos, por lo que podemos descartar efectos debidos a una dificultad motora para beber
por parte del grupo lesionado o a un déficit global en el comportamiento de ingesta de
liquidos (recuérdese la hipodipsia post-lesion).

Cuando estudiamos la dinamica de la preferencia por la sacarosa, considerando
ésta como el consumo de sacarosa menos el consumo de agua, obtenemos de nuevo
diferencias en el tiempo, pero esta vez los dos grupos no se comportan igual a lo largo
del tiempo. El grupo SIMULADO muestra una clara preferencia por la solucion de
sacarosa en el primer minuto, preferencia que se pierde rapidamente ya en el segundo
minuto, llegando a invertirse en el cuarto minuto apareciendo una preferencia por el
agua. Es importante hacer notar en este punto que a partir del quinto minuto se produce
un consumo muy bajo (el consumo total por minuto desciende por debajo de los 50
lametones), dificultando asi la deteccion de diferencias entre liquidos. Sin embargo, en
el grupo LESIONADO los animales no muestran en el primer minuto diferencias
significativas entre ambos liquidos, por lo que al empezar no tienen preferencia por
ninguna de las dos botellas. Pero en el segundo minuto cae el consumo por el agua y
aumenta el de sacarosa, apareciendo asi la una diferencia inicial a favor de la sacarosa,
aunque con un ligero retraso. El consumo preferente de sacarosa desciende rapidamente,
pero tan s6lo se produce una inversion del mismo (preferencia significativa por el agua)
en el minuto once.

Los resultados anteriormente descritos sugieren que los animales lesionados
desarrollan la preferencia por la sacarosa de manera maés lenta que los animales control.
En el capitulo anterior hemos discutido la posibilidad de que la preferencia por sacarosa
mostrada por los animales deficientes en dopamina analizados por Canon y Palmiter
(2003) pudiera deberse a que estos animales, cuando encuentran el dispensador que
contiene sacarosa, realizan largos periodos de lametones continuados puesto que
encuentran placentero el sabor dulce, y por tanto no mostrarian déficits en la capacidad
de procesar el valor hedonico ("liking") del sabor dulce. Sin embargo, o bien no
aprenden a reconocer la localizacion del dispensador de sacarosa (déficit en la
capacidad de aprendizaje asociado a recompensa), o bien no desarrollan la motivacion
para acercarse a buscar este dispensador (déficit en motivacion para obtener la
recompensa).

El analisis de los cuatro primeros periodos ininterrumpidos en los que los animales
consumen sacarosa nos confirman las ideas extraidas de la dinamica de consumo y

descartan la hipotesis de los largos periodos de lametones de sacarosa. Las primeras
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diferencias se establecen en el tiempo que duran estos periodos. Mientras que en los
animales del grupo SIMULADO se observa una diferencia inicial a favor del consumo
de sacarosa y una rdpida inversion a partir del tercer periodo, los animales del grupo
LESIONADO tienen tiempos de consumo ininterrumpidos sin diferencias entre ambos
estimulos. En cuanto al nimero de lametones efectuados en cada periodo observamos la
misma situacion que en la dindmica por minutos. Los animales del grupo SIMULADO
consumen inicialmente mas sacarosa, efectuando un nimero significativamente mayor
en el primer periodo, pero esta diferencia se acaba invirtiendo en el cuarto periodo
donde los animales realizan un nimero mayor de lametones al agua. En contraste, en los
animales del grupo LESIONADO vemos una diferencia significativa en el segundo
periodo a favor de la sacarosa, el equivalente al primer periodo pero desplazada en el
tiempo, sin que se observe la inversion de preferencia debida a la neofobia, que
probablemente no podemos apreciar en el grupo LESIONADO al quedar fuera de la
ventana temporal analizada.

Por ultimo, el analisis de la avidez (numero de lametones por periodo) nos muestra
que no existen diferencias este pardmetro entre ambos grupos. Los dos muestran una
avidez diferente en cada periodo y segin de que liquido estén bebiendo, pero no existen

diferencias atribuibles a la lesion.

Estimulos apetitivos diferentes tienen dinamicas de obtencion diferentes

Las diferencias entre ambos tipos de estimulos quimiosensoriales reforzantes (las
feromonas y la sacarosa) se deben probablemente a varios factores. Por un lado, a pesar
de que ambos estimulos son apetitivos, tienen una obtencién y “consumo” bien
diferente. Las feromonas actiian de sefializador de un congénere adulto del otro sexo
(Dulac, 2000), lo cual resulta atractivo de manera innata (Moncho-Bogani et al., 2002),
y no cambian sustancialmente el estado homeostatico del organismo. Ademas, su
exploracion se realiza en viruta, el mismo medio en el que viven y estan habituadas, y el
animal no ha tenido que ser deprivado de ninguna manera para facilitar su exploracion.
En cambio, la sacarosa se presenta diluida en agua, por lo que el comportamiento que
realmente se estudia es el de ingesta de un liquido de alto valor calorico, el cual depende
en gran medida del estado homeostatico del animal. Un animal saciado tiene una
retroalimentacion inhibitoria que hace que deje de beber (Ramsay et al., 1977), ya que
continuar haciéndolo puede ser perjudicial para el organismo. Por tanto, el consumo no

solo depende del valor hedonico y el poder atractivo de la sacarosa, sino también del
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estado hidrico del animal. De hecho, los animales fueron deprivados de agua 24 h antes
del inicio de la prueba. Esta dependencia del estado homeostatico, junto a la inhibicion
del comportamiento por su propia ejecucion (fenémeno de saciedad), hace que el
consumo de sacarosa tenga una dindmica muy diferente de la exploracion de las
feromonas y da como resultado una curva asintdtica, con una tasa muy alta de consumo
en los primeros momentos, que rapidamente desciende conforme el animal se va
saciando, hasta ser casi minimo a partir de los 15 minutos del tiempo del test (Fig.4.7).
Otra diferencia muy relevante entre las feromonas sexuales y la sacarosa es que las
primeras dan lugar a una respuesta innata de atraccidon, mientras que la segunda da
lugar, en la primera experiencia, a una respuesta innata de atraccion seguida de una

marcada neofobia, como se ha discutido anteriormente.

(Cual es la funcion de la dopamina en el AcbShM?

Como hemos comentado en diversas ocasiones a lo largo de esta tesis, Berridge y
Robinson (2003) han propuesto que el refuerzo es un fendmeno psicoldgico complejo
que puede parcelarse en tres componentes que, aunque interrelacionados, pueden
modularse independientemente: hedonia (/iking, gustar), adquisicion de motivacion
(wanting, querer o desear) y aprendizaje (asociaciones estimulo-estimulo y estimulo
respuesta). Se ha postulado que la dopamina de las vias tegmento-estriatales participa en
algunos de estos componentes del refuerzo (Berridge & Robinson, 1998; Spanagel &
Weiss, 1999; Schultz, 2002; Wise, 2004, Berridge, 2007) y, como hemos discutido en el
Capitulo II el papel de la dopamina en los diferentes componentes del refuerzo podria
tener lugar en diferentes vueltas de la espiral tegmento-estriatal. En este sentido,
diversos autores situan la hedonia al inicio de la espiral (lI6gicamente, dado que la
hedonia es factor causal de los demés componentes del refuerzo) en el AcbShM. Sin
embargo, la hedonia parece ser un fendémeno independiente de la DA, y al menos en el
caso de la ingesta de soluciones edulcoradas dependiente de opioides. Asi Pecifia &
Berridge (2000) observaron que la microinyeccion de agonistas de opioides mu en el
AcbShM aumenta la expresion facial de hedonia en la rata frente al sabor dulce. Los
opiaceos actuarian sobre las interneuronas espinosas GABAérgicas del AcbShM
(Kelley et al., 2002) facilitando la hedonia y las expresiones faciales innatas asociadas a
la misma.

Por el contrario, hay evidencia que sugiere que la motivacion para realizar

comportamientos que desembocaran en la obtencidén de un estimulo reforzante depende
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de la neurotransmision dopaminérgica en el AcbC. Asi, los condicionamientos
instrumentales (donde el animal necesita realizar algun tipo de accién compleja)
desaparecen o se reducen tras lesiones del AcbC. Esto no se debe a una incapacidad
para aprender (ya que a veces es dependiente de la dosis) sino que parece deberse a una
falta de motivacion por obtener el refuerzo (Berridge & Robinson, 1998; Ikemoto &
Panksepp, 1999; Wyvell & Berridge, 2000; Kaczmarek & Kiefer, 2000; Alderson et al.,
2001a; Dayan & Balleine, 2002).

En este contexto, el hecho de que nuestros ratones lesionados no muestren
preferencia por la sacarosa en el primer minuto, ni beban durante mas tiempo ni con
mas avidez la solucion de sacarosa en el primer periodo, podria interpretarse como un
déficit de “liking”. Sin embargo, si la lesion hubiera disminuido la hedonia del sabor
dulce cabria esperar que no apareciera la preferencia posteriormente, o que ésta
estuviera claramente disminuida (sin un procesamiento correcto del valor hedonico del
estimulo no deberia aparecer motivacion por obtener el mismo). Por ello, consideramos
que nuestros datos avalan la idea de que la transmision dopaminérgica en el AcbShM no
esta implicada en la hedonia del sabor dulce.

La comparacion de las dindmicas de consumo de ambos grupos revela perfiles
similares, pero desplazados en el tiempo (retrasados) en el caso del grupo
LESIONADO. Una explicacion posible es que los animales lesionados no tengan la
misma motivaciéon que los animales control o que tarden mas en desarrollarla. De
manera consistente con esta idea, Pecifa ef al. (2003) obervaron en un ratoén
hiperdopaminérgico (mutante afuncional del DAT, en el que el tiempo de accion de la
DA era hasta un 70% mayor que en sus congéneres silvestres), que aunque los ratones
mutantes mostraban el mismo numero de respuestas orofaciales placenteras frente a una
solucion de sacarosa que los animales silvestres (el incremento de neurotransmision
DAérgica no aumentaba el valor hedonico de la sacarosa), en las pruebas para conseguir
sacarosa los ratones mutantes hiperdopaminérgicos mostraban mayor motivacion por
obtener la sacarosa, observable en una menor latencia al aproximarse a la misma, mayor
velocidad de carrera en la aproximacidon y menor nimero de distracciones. Por ello es
posible que el retraso de la dindmica en nuestros animales se deba a las dificultades para
adquirir motivacion en los primeros momentos debido a un procesado del valor
incentivo mas lento. El efecto de la lesion en el comportamiento de adquisicion de la

sacarosa en nuestros experimentos parece ser relativamente menor, probablemente
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debido a que esta adquisicion es sencilla, no requiere gran esfuerzo, y por lo tanto no es
muy sensible a defectos en la motivacion.

Dado que el dia 2 ya no se observa efecto de las lesiones, y teniendo en cuenta que
la disposicion de las botellas de agua y sacarosa fue intercambiada, podemos concluir
que la deplecion de dopamina del AcbShM no afecta al aprendizaje asociado al
refuerzo. En efecto, todo sugiere que la asociacion del sabor dulce con una de las
botellas en el contexto de la caja de test se produce rapidamente en ambos grupos
experimentales. Segin Schultz (1997, 2001) la liberacion de DA en el estriado se
produce ante estimulos reforzantes naturales, como la comida y la bebida, en las
primeras experiencias con los mismos, mientras que después de un aprendizaje esta
liberacion de DA se produce previamente, asociada a la deteccion de estimulos
predictores de naturaleza visual, auditiva o somatosensorial, y el estimulo reforzante
natural deja de desencadenar liberacion de DA. Serian estds secuencias de liberacion de
DA ante estimulos novedosos reforzantes (o su retencion en los estimulos de indole
aversiva) las que permitirian la transferencia del valor reforzante a los estimulos
predictores, produciéndose asi el aprendizaje. En consecuencia, la denervacion parcial
(extensa, pero no completa) de los terminales DAérgicos del AcbShM provoca que la
dindmica del grupo LESIONADO se observe desplazada en el tiempo, ya que la
transferencia del valor reforzante del estimulo novedoso (sacarosa) a estimulos
predictores pudo darse (al quedar DA) pero necesitd de mas tiempo.

Asi pues, nuestros datos encajan mejor con la hipodtesis de que la funcion de la DA
en el AcbShM esté relacionada con el procesamiento del valor motivacional del
reforzante (wanting) y la adquisicion de la motivacion por su consumo.

Esta interpretacion no explica porqué, una vez se ha establecido la preferencia por
el consumo de sacarosa, ésta se produce igual que en el grupo de animales sin lesionar,
resultando en la ausencia de diferencias significativas entre ambos grupos tanto en la
dindmica de consumo del segundo dia como en el consumo total de sacarosa en 48
horas. Estos resultados parecen contradecir los resultados del Capitulo III, en el que
lesiones restringidas a las células DAérgicas de la VT A producen disminuciones en el
consumo preferente de sacarosa en un plazo de 48 horas. El hecho de que las diferencias
de consumo entre ambos grupos del experimento del capitulo IV desaparezcan en un
plazo de 24 horas puede tener dos explicaciones posibles, que son complementarias.

Por un lado, en las 24 horas que pasan entre el primer y el segundo dia del test el

valor post-ingestivo de la sacarosa consumida puede jugar un papel relevante, actuando
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como reforzante (Sclafani, 2004; Wise, 2006). Podria ocurrir que el refuerzo de los
efectos postingestivos de la sacarosa fuera independiente de la inervacion DAérgica del
AcbShM. Sin embargo, de Araujo ef al. (2008) han descrito mediante microdialisis el
aumento de DA en el Acb tras la ingesta de sacarosa en ratones sin la capacidad de
detectar el sabor dulce (mutantes trpm5”). Mientras que los ratones silvestres (no
mutantes) desarrollan una preferencia por soluciones dulces y caloricas o edulcaradas
sin valor nutritivo, los ratones trpmS'/' tan solo desarrollan preferencia por la solucion
calorica, ya que el unico efecto que son capaces de detectar es el postingestivo.
Desafortunadamente, los autores no muestran el lugar de microdialisis, y lo unico que
sabemos es que hay un incremento de DA en el estriado ventral, no sabemos si incluyen
el AcbShM vy si se da en éste el incremento. Ademas Araujo et al. (2008) realizaron sus
experimentos con animales deprivados, en los que la ingesta (independiente de su sabor
o de su valor caldrico) puede resultar reforzante por si misma (Andrews & Horvath,
2008). Se ha observado en animales deprivados un fuerte aumento de la hormona
grelina, que es liberada por el estomago. Se sabe que la grelina activa el sistema
DAérgico mesolimbico y produce la liberacion de DA en el Acb (Abizaid et al., 2006).
Por lo que podria ser que este aumento en la DA liberada en el estriado ventral que
detectan de Araujo ef al. (2008) en sus experimentos se deba a la ingesta de liquidos,
aunque dejaria por explicar porqué los ratones mutantes trpmS'/ " prefieren las bebidas
caloricas.

Por otro lado, es posible que el papel del AcbShM sea relevante en el desarrollo de
la motivacion cuando el estimulo reforzante es novedoso, pero no cuando ya se ha
adquirido experiencia con éste. La experiencia previa haria que jugasen un papel mas
relevante otras estructuras como el AcbC (véase Discusion general).

En cuanto a los diferentes resultados observados en los tests de 48 horas entre los
capitulos III y IV, hay dos diferencias en las condiciones experimentales a tener en
cuenta. En primer lugar existe una diferencia de experiencia previa entre ambos grupos
de animales lesionados. En los experimentos del Capitulo III los animales probaban por
primera vez la sacarosa durante el test de 48 horas, mientras que en el presente
experimento los animales ya han pasado por dos sesiones de 1 hora a concentraciones
mayores de sacarosa y cuando realizan el test de 48 horas ya estd establecida su
preferencia. En segundo lugar, la extension de la lesion es diferente, en el Capitulo 111 la
inyeccion de 6-OHDA en el VTA causaba en el Acb una falta de terminales DAérgicos

mads extensa que la obtenida centrando las lesiones en el AcbShM. Por lo que es posible
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que las lesiones en el VTA tengan un efecto mayor o en mas de un proceso relacionado
con el refuerzo. Ambos factores, la mayor extension de la lesion (experimentos del Cap.
IIT) y la mayor experiencia previa (experimentos del Cap. IV) pueden explicar que
hayamos observado un efecto mas notable sobre la preferencia en el test de 48 horas del

Cap. 1L
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Discusion general

Este trabajo constituye la primera descripcion detallada de los sistemas dopaminérgicos
del encéfalo del raton. Por ello, nuestros resultados nos permiten discutir, en primer
lugar, las diferencias y similitudes de los sistemas DAérgicos, y en especial la via
tegmento-estriatal, entre los distintos vertebrados. En segundo lugar, el trazado
neuroanatémico realizado en el segundo Capitulo de la tesis, nos permitird analizar la
espiral tegmento-estriatal en ratones y en otros mamiferos y discutir su posible funcion
y la de sus componentes, asi como la de otras areas afines que podrian ser incluidas en
el sistema cerebral del refuerzo y el comportamiento motivado.

En este contexto, analizaremos las vias por las cuales acceden a este sistema los
estimulos que hemos utilizado como apetitivos en nuestros experimentos subsiguientes,
a saber, el sabor dulce de la sacarosa y las feromonas sexuales masculinas y
discutiremos la posibilidad de que ambos estimulos utilicen mecanismos diferentes de
refuerzo. Y finalmente discutiremos los diferentes componentes del refuerzo y el
posible papel que la DA de la via tegmento-estriatal, y otros neurotransmisores, puede
jugar en cada uno de ellos, en funcion de los resultados de nuestros experimentos de

lesion de esta via a diferentes niveles.

El sistema tegmento estriatal: un caso de evolucion conservadora

Nuestros resultados acerca de la distribuciéon de TH y DAT confirman que los
roedores poseen sistemas DAérgicos muy similares, que por otra parte son muy
parecidos a los de los restantes mamiferos estudiados (Smeets & Reiner, 1994; Tillet &
Kitahama, 1998; Verney, 1999; Kapsimali et al., 2000). Asi, en ratones, como en otros
mamiferos, los somas DAérgicos se consideran distribuidos en 17 grupos mas o menos
bien definidos, de los cuales tres grupos del tegmento del mesencéfalo generan
proyecciones ascendentes a centros corticales y subcorticales del telencéfalo. Cabe
preguntarse, por tanto, si esta caracteristica es exclusiva de los mamiferos o se
encuentra también en otros vertebrados. Esta comparacion se ve dificultada por la
clasificacion artificial de los grupos dopaminérgicos y lo difuso de sus limites (ver
Capitulo I) especialmente a nivel hipotaldmico. A pesar de ello, se han descrito grupos
equivalentes a los diencefélicos en aves (Kiss & Peczely, 1987; Reiner et al., 1994;

Kang et al., 2007; Sartsoongnoen et al., 2008), y neuronas DAérgicas a lo largo de todo



Discusidn General

el hipotdlamo en reptiles (Smeets et al., 1986, 1987; Smeets, 1988; Brauth, 1988) y
anfibios (Gonzalez & Smeets, 1991; Gonzalez ef al., 1993).

No obstante, los grupos celulares dopaminérgicos mejor estudiados en vertebrados
son los que originan la via tegmento-estriatal. En los afios 1980 y 1990 se describié que
reptiles y aves compartian con los mamiferos un fuerte input DAérgico al estriado desde
el tegmento del mesencéfalo. Como en los mamiferos, en reptiles y aves las neuronas
DAérgicas tegmentales se agrupan en dos poblaciones, dorsal y ventral (como se puede
observar en la SN, donde forman la SNC y SNR), que proyectan al subpallium y existe
una proyeccion de retorno desde el estriado y el palido al tegmento del mesencéfalo
(Smeets, 1991; Russchen et al., 1987; Medina & Reiner, 1995; Parent, 1986). Esta
conexion reciproca constituye el esqueleto del circuito de los ganglios basales.

Durante afos se pensaba que la aparicion de los ganglios basales ocurrié en la
transicion entre amniotas y anamniotas (Parent, 1986). Sin embargo, Smeets et al.
(2000) demostraron que los ganglios basales ya existian en anamniotas, con todas las
caracteristicas que los definen, entre ellas el input DAérgico desde el mesencéfalo,
principalmente desde grupos celulares que serian equivalentes a la VTA y SN. No
obstante, en anfibios estas neuronas DAérgicas forman parte de un grupo celular tinico
que se extiende de manera continua rostro-caudalmente a lo largo de la placa basal del
diencéfalo y mesencéfalo. Esta aparente diferencia en la organizacion de los grupos
DAérgicos entre anfibios y amniotas (fundamentalmente mamiferos) ha sido un fuerte
argumento en contra de la homologia de estos grupos celulares entre ambos grupos. Sin
embargo, la interpretacion segmental de la estructura del encéfalo anterior de Puelles
(Puelles et al, 1999) permite entender estas aparentes diferencias y sugiere una
homologia entre los grupos DAérgicos de todos los tetrapodos. El estudio del desarrollo
embrionario de los grupos DAérgicos tegmentales indica que éstos no tienen un origen
exclusivamente mesencefalico. El grupo A10, por ejemplo, se origina en los prosémeros
1-3, el mesencéfalo y el istmo, y el A9, deriva de al menos tres de ellos (mesencéfalo y
prosémeros 1 y 2). En anfibios, el conjunto de células DAérgicas se origina en los tres
primeros prosomeros y en el mesencéfalo. Ademas, durante el desarrollo embrionario
de los amniotas y de los anfibios, la apariciéon de neuronas dopaminérgicas sigue una
dindmica similar, siendo las primeras neuronas en diferenciarse las diencefélicas,
seguidas por las mesencefalicas. La diferencia entre ambos grupos es que las neuronas

mesencefalicas de amniotas aumentan mucho su numero y se extienden mas en
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direccion caudal y lateral, probablemente en relacién con al aumento en tamafio de los
territorios estriatales que inervan (Smeets et al., 1999).

Asi que, como podemos ver, los tres grupos DAérgicos que proyectan desde el
mesencéfalo al prosencéfalo estan altamente conservados entre los diferentes
tetrapodos. El principal cambio ha sido un incremento en el nimero de neuronas en las
aves y los mamiferos, pero en todos los tetrapodos se observan tres grupos celulares con
proyecciones similares hacia el telencéfalo. Asi observamos, ya en reptiles, que aparece
una densa inervacion DAérgica de estructuras estriatales como el septum lateral, el OT
y el estriado ventral y dorsal (Smeets, 1994). También se observa inervacion en el
complejo amigdalino, estructura de origen mixto palial y subpalial, tanto en el ntcleo
amigdalino dorsolateral como, en menor medida, en el nucleo esférico (ver Martinez-
Garcia et al. 2007; 2008a). Por ultimo, en la corteza de reptiles ya se observa inervacion
DAérgica en la corteza lateral, que recuerda a la inervacion del en paleocortex o corteza
piriforme que se observa en ratones y en los deméas mamiferos. Por ultimo, se ha
sugerido una posible homologia entre la inervacion DAérgica de los hemisferios
cerebrales caudolaterales de las aves (el area temporo-parieto-occipitalis o TPO, parte
del nidopalio caudolateral o NCL, y el arcopalio dorsal AD) y la del cortex prefrontal de
los mamiferos (Divac & Mogensen, 1985; Divac et al., 1985; Waldmann & Gunturkun,
1993; Wynne & Gunturkun, 1995), puesto que en ambos caso la inervacion se origina
fundamentalmente de la VTA (grupo A10) (Metzger et al., 1996). Sin embargo, como
discutieron en detalle Martinez-Garcia et al. (2007), esta propuesta no se sostiene desde
el punto de vista topoldgico: el cortex prefrontal de los mamiferos es un derivado del
palio medial y/o dorsal mientras que las estructuras aviares mencionadas (TPO, NCL y
AD) son lateropaliales. Por el contrario, los datos conectivos, histoquimicos y
embriologicos que el campo dopaminérgico en el TPO, NCL y AD de las aves seria
homologo de la amigdala lateropalial profunda de otros vertebrados, en concreto el
nucleo basolateral de la amigdala de los mamiferos (que también en ratones presenta
una densa inervacion dopaminérgica) y la amigdala dorsolateral de los reptiles (ver
Martinez-Garcia et al, 2008).

En conclusion, tanto los grupos celulares del mesencéfalo como la mayoria de sus
proyecciones al telencéfalo observadas en los mamiferos, estan presentes sin grandes
cambios en el encéfalo de los amniotas y, en algunos casos, de los anfibios. Esta

evolucion conservadora de las vias DAérgicas tegmento-telencefalicas sugiere que estas
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vias ejercen una funcion fundamental en la biologia de los organismos, cuya alteracion

disminuye notablemente la eficacia reproductora haciendo la mutacion poco exitosa.

Las vias dopamiérgicas y la espiral tegmento-estriado-tegmental

Como ya discutimos en el Capitulo II, las diferentes partes de la VTA del raton
comparten una serie de aferencias comunes, similares a las descritas anteriormente en la
literatura en otras especies de mamiferos (Phillipson, 1979; Oades & Halliday, 1987;
Swanson, 1982; Geisler & Zahm, 2005; Del Fava et al., 2007; Ikemoto, 2007). Se trata
de aferencias desde diversos centros rombencefalicos, reticulares, taldmicos e
hipotalamicos que permiten al VTA ejercer un papel como centro integrador de
informacion de diversas naturalezas.

Sin embargo, los datos anatdmicos del Capitulo II indican que la via tegmento-
estriatal presenta una organizacion topografica mediolateral (Fig. 2.19). Las partes
mediales del tegmento proyectan a las partes mediales del estriado y las laterales de la
VTA al estriado lateral. Ademas la proyeccion de vuelta, la via estriado-tegmental,
también muestra una organizacion topografica similar, pero con una cierta divergencia
al extenderse mas lateralmente de lo que supondria una mera conexioén reciproca. De
ello se deriva que las vias tegmento-estriado-tegmentales formen en ratones una
“espiral” como ocurre en otras especies de mamiferos (Haber et al., 2000; Ikemoto,
2007). Nuestros resultados sugieren que esta espiral incluiria territorios estriatales que
previamente no considerados. Asi, la VTA y las células adyacentes rostro-medialmente
que se extienden en la sustancia gris periacueductal proyectan al septum lateral que
puede considerarse el estriado medial (ver Lanuza et al., 2002). Ademas, nuestros datos
indican que la VTA también proyecta sobre la amigdala central, proyeccion que se
originaria en porciones de la VTA caudal y dorsomedial), tal y como ocurre en ratas en
donde las neuronas dopaminérgicas de esta proyeccion parecen situarse dentro de los
limites arquitectonicos del nucleo del rafe dorsal y la sustancia gris periacueductal
(Hasue and Shammah-Lagnado, 2002).

Como hemos discutido en el Capitulo II, la espiral tegmento-estriado-tegmental
permitiria transmitir la estimulacion desde las porciones mediales del estriado a las
laterales gracias a una proyeccion estriado-tegmental reciproca inhibidora y a una
proyeccion descendente no reciproca que activaria porciones mas laterales de los grupos
tegmentales inhibiendo las interneuronas inhibitorias (por desinhibicion; Steffensen et

al., 1998; Haber et al., 2000). Con ello, esta espiral conectaria funcionalmente porciones
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del estriado que no presentan conexiones anatomicas directas, desde el septum lateral
(Risold & Swanson, 1997; Tsukahara & Yamanouchi, 2001) a la amigdala central
(Oades & Halliday, 1987; Cardinal et al., 2002), pasando por los territorios estriatales
medial y dorsal. A lo largo de esta espiral, la modulacion y plasticidad sindpticas
mediadas por la DA en el estriado podrian contribuir a los diferentes fenomenos de
aprendizaje relacionados con el refuerzo (Haruno & Kawato, 2006). Aunque, como
hemos discutido en los Capitulos III y IV la DA no es el agente causal de la hedonia
(Berridge 1996, 2000, 2007), hay evidencias de que el AcbShM esta implicado en los
componentes afectivos del refuerzo relacionados con la hedonia o liking. De hecho, Se
ha observado que la liberacién de DA aumentaba sensiblemente en el AcbShM frente a
estimulos reforzantes primarios como la comida (Bassareo & DiChiara, 1999) o cocaina
(Ito et al., 2000). Curiosamente los estimulos aversivos primarios también provocan el
aumento de DA en el AcbSh (Deutch & Cameron, 1992). Por el contrario, los estimulos
condicionados no alteran los niveles de DA en el AcbSh pero provocan el aumento de
DA en el AcbC (Wilkinson et al., 1998; Bassareo & DiChiara, 1999; Ito et al., 2000), lo
que sugiere que el fenomeno de aprendizaje asociativo estimulo-estimulo, por el cual
los estimulos predictores del refuerzo se transforman en reforzantes secundarios, ocurre
en las primeras vueltas de la espiral, entre el AcbSh y el AcbC.

Nuestros experimentos del Capitulo IV son coherentes con estos resultados. Asi
nuestros resultados indican que la denervacion DAérgica del AcbShM no elimina la
hedonia, dado que los animales lesionados acaban por adquirir preferencia por sacarosa
frente a agua. No obstante, la dindmica del consumo de una soluciéon azucarada con la
que el animal no tenia experiencia previa y la superacion de la neofobia que ésta induce,
se ven alteradas. Posiblemente la alteracion de ambas dindmicas se debe a una
alteracion en un proceso mas global que interviene en ambas como la traslacion del
valor hedonico a un estado motivacional. Por todo ello, nuestros resultados sugieren que
la funcion de la DA en el AchShM seria la adquisicion (mediante un rapido fendmeno
de aprendizaje) de motivacion hacia estimulos que producen una respuesta hedonica,
motivacion que, tras su adquisicion, seria inducida por los estimulos predictores. Es
decir, mediaria el paso de una respuesta afectiva primaria a una motivacional frente a
estimulos condicionados predictivos, tal y como sugirieron Cardinal ez al. (2002).

Como consecuencia de este fenomeno de aprendizaje inicial, el nivel de
motivacion es suficiente como para desarrollar comportamientos complejos y enérgicos

para la obtencion del refuerzo. Este segundo fendmeno de aprendizaje asociativo
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estimulo-respuesta dependeria de la neurotransmision DAérgica en el siguiente nodo de
la espiral, el AcbC (Salamone et al., 2002; Salamone & Correa, 2002; Berridge &
Robinson, 2003). De hecho Alderson et al. (2001) observaron que tras lesiones
excitotoxicas del AcbC los animales disminuian la autoadministracion, tras apretar una
palanca, de heroina intravenosa. Esto no ocurria con animales lesionados en el AcbSh
donde la tasa de autoadministracion era similar a los animales con lesion simulada
(Sham). Aunque las lesiones del AcbC no consiguieron eliminar el comportamiento,
parece que se vio afectado el aprendizaje instrumental, en el que se exige al animal un
esfuerzo para conseguir su recompensa. La falta de motivaciéon por realizar el
comportamiento podria provocar unas dindmicas de aprendizaje mas lentas.

Taha y Fields (2005) han descrito al menos dos tipos de neuronas en el Acb con
diferentes patrones de actividad en relacion con el refuerzo del sabor dulce. Una
poblacion esta formada por neuronas inhibitorias que se activan en relacion con la
iniciacién y mantenimiento de los comportamientos consumatorios, mientras que la otra
es una poblacion de células excitatorias y codificarian la palatibilidad del reforzante. De
acuerdo con Berridge y Robinson (2003) la actividad de las neuronas inhibidoras que
responden a la palatabilidad podria estar relacionada con la hedonia, mientras que las
excitadoras que se activan con el comportamiento consumatorio podrian estar
relacionadas con el wanting o motivacion. Si la hedonia estuviera relacionada con la
actividad de las neuronas del AcbShM como sugieren los datos de (Berridge, 1996,
2000, 2007) y el wanting con el AcbC, como sugieren los datos de Salamone (1992,
1994; Salamone et al., 1997, 1999, 2003; Salamone & Correa, 2002) cabria esperar que
los dos tipos celulares descritos por Taha y Fields (2005) estuvieran distribuidos
diferencialmente en las dos divisiones del Acb. Desgraciadamente los autores no dan
datos acerca de la localizacion de las neuronas que registran en los diferentes territorios
del Acb.

Por ultimo, la espiral concluiria en la parte mas lateral del tegmento que proyecta
al estriado dorsal caudolateral. Hay evidencia de que esta parte de la espiral estd
implicada en el desarrollo y ejecucion de hébitos, pautas motoras automatizadas o
estereotipias (Miller, 1983; Marsden & Obeso, 1994; Jueptner & Weiller, 1998; Canales
& Graybiel, 2000; Rebec, 2006). El desarrollo de estas estereotipias permitiria que, ante
un estimulo reforzante, el animal mostrara rapidamente una respuesta estercotipada
apropiada para aprovechar el estimulo. Este tipo de respuestas es proclive a alteraciones

patologicas. Las personas con trastorno obsesivo-compulsivo repiten determinados
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comportamientos de forma compulsiva y sienten una necesidad obsesiva de ello, lo que
provoca desajustes en numerosos aspectos de su vida social y profesional.
Habitualmente estos pacientes son tratados con neurolépticos, antagonistas de la DA
(McDougle et al, 1993, 1994; Zohar et al, 2000). El efecto terapéutico de estos
medicamentos se atribuye a su accion en el final de la espiral DAérgica tegmento-
estriatal, en donde podrian disminuir el refuerzo de aquellos comportamientos que se
han automatizado demasiado, produciéndose en contextos inapropiados. En cualquier
caso, se ha de tener cuidado con el uso excesivo de neurolépticos, ya que como hemos
visto toda la espiral es DAérgica, por lo que con la medicaciéon antiDAérgica
posiblemente se altera el funcionamiento del resto de la espiral, lo cual puede provocar,
entre otros efectos secundarios, alteraciones de las respuesta emocionales o afectivas
(hedonia) y disminuciones de la motivacion.

Aunque se conoce la relacion de las emociones y el cortex prefrontal desde el
siglo XIX (ver Damasio et al., 1994), recientemente, Wager et al. (2008) observaron
que una porcion del cortex prefrontal humano esta implicado en la superacion (o no) de
la aversion a estimulos desagradables (lo que en inglés se denomina emotional
reappraisal), y que la activacion prefrontal durante esta tarea se correlaciona con la
activacion de partes de la amigdala y del estriado ventral. Para ello, hicieron un estudio
con resonancia magnética funcional donde ensefiaban a los sujetos una serie de fotos
con un valor negativo o neutro. Lo interesante del experimento era que los
investigadores pedian que los sujetos regulasen el valor emocional de las imagenes
mediante argumentos, aumentandolo o disminuyéndolo. Por ejemplo, ante la foto de un
nifo llorando (un estimulo negativo) el sujeto podia argumentar que la madre estaba a
punto de volver con el nifio (disminuyendo asi su valor negativo) o que el nifio esta
gravemente enfermo (aumentandolo). Asi, observaron que en ambos casos se activaban
porciones del cortex prefrontal ventrolateral pero que esta activacion se correlacionaba
con la de la amigdala cuando se aumentaba negativamente el valor de la imagen o con la
del estriado ventral cuando se disminuia el impacto emocional del estimulo.

Este trabajo delimita claramente el esqueleto del cerebro emocional: la corteza
prefrontal puede controlar ambos tipos de respuesta emocional, positiva o negativa, que
al fin y al cabo son interdependientes (Lebrecht & Badre, 2008). Y lo hace a través de
sus conexiones con centros relacionados con el refuerzo (estriado ventral) y con otros
que, como la amigdala central, estan relacionados con el miedo y la ansiedad

(Roozendaal et al., 1991; Campeua & Davis, 1995; Stiedl & Spiess, 1997; Campos &
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Montenegro, 1998; Cain & LeDoux, 2008) y el aprendizaje emocional negativo (Beck
& Fibiger, 1995; Holahan & White, 2002). En este sentido, nuestros datos revelan que
la amigdala central, como el estriado ventral, recibe un input DAérgico heterogéneo, del
que se ha dicho que estd implicado en el aprendizaje emocional negativo (Pezze &
Feldon, 2004). Y, lo que resulta mas interesante, es que ademas de recibir terminales
DA¢érgicos relacionados con el miedo, la amigdala central también proyecta de vuelta al
tegmento (Oades & Halliday, 1987; Cardinal ef al., 2002; ver resultados del Capitulo
II). Este patron de conexiones permite incluir a la amigdala central en la espiral
tegmento-estriado-tegmental, ya que al fin y al cabo la amigdala central también es de
origen estriatal (Garcia-Lopez et al., 2008). Con ello, la espiral dopaminérgica no sélo
permitiria evaluar y dar respuesta a estimulos apetitivos mediante la elaboracion y
automatizacion de respuestas motoras adecuadas, sino que haria lo mismo con estimulos
de naturaleza aversiva. De hecho, el registro electrofisiologico de las neuronas
tegmentales indica que responden también a estimulos aversivos (Schultz, 2001) y ya
hay quien empieza a plantear como hipotesis que el Acb y sus conexiones pudieran
constituir el sustrato neural no sélo de respuestas a estimulos reforzantes sino también a

aversivos (Carlezon & Thomas, 2008).

Medial Lateral
Regulacién
emocional ; Cortex Amigdala
Hipocampo ;
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Figura 5.1. Esquemas de la espiral tegmento-estriatal, asi como de algunos inputs relacionados con
la regulacion emocional y los posibles efectos e implicacion de la espiral sobre el comportamiento.
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Se dan casos en los que animales sometidos a estrés o estimulos aversivos o
amenazantes realizan comportamientos no apropiados (por ejemplo asearse; Hinde,
1970), conocidos como comportamientos de desplazamiento. Estos comportamientos
son dependientes de la DA, ya que su expresion es modulada por farmacos agonistas o
antagonistas de este neurotransmisor (Guild & Dunn, 1982, Drago et al., 1999). En los
afios 1960s se describieron casos en los que algunos de estos comportamientos parecian
derivarse de respuestas adaptativas. Por ejemplo se condicionaba a un animal para que
apretara una palanca para evitar un shock; cuando se cambiaban las condiciones
experimentales de forma que el shock se hacia inevitable (el animal lo recibia
independientemente de su comportamiento), no se producia extincion: el animal
apretaba la palanca de forma compulsiva con una frecuencia mayor cuanto mayor era la
intensidad del shock. A estos comportamientos no adaptativos se les Ilamo
comportamientos superticiosos (Domjan & Rowell, 1969). A la luz de los
conocimientos actuales, podria argumentarse que se trata de una estereotipia
desarrollada frente a un estimulo aversivo, que podria usar los mismos circuitos y
mecanismos que las estereotipias provocadas por estimulos apetitivos, que obviamente

incluyen las vias dopaminérgicas ascendentes (Castall et al., 1977).

Sexo y sabor dulce: ;Uno o varios sistemas de refuerzo?

Las feromonas sexuales no son como el sabor dulce: el refuerzo ejercido por ellas no es
afectado ni por las lesiones de las neuronas DAérgicas de la VTA ni por la denervacion
DAérgica del shell del nicleo accumbens. Por el contrario, la preferencia por sacarosa si
que se ve afectada de alguna manera en ambos casos. De hecho, en el Capitulo IV
hemos visto como la deplecion DAérgica en el AcbShM producia una ralentizacién de
la preferencia por la sacarosa y de la aparicion y superacion de la neofobia, mientras que
la preferencia por las feromonas sexuales continuaba intacta. Dado que ambos estimulos
son quimicos, jen qué consiste la diferencia? ;Son diferencias anatomicas en la entrada
de la informacion desde ambos sistemas sensoriales? ;Utilizan o requieren diferentes
neurotransmisores?

Existe mas de un tipo de entrada quimiosensorial al sistema limbico (Fig. 5.2). La
informacion gustativa entra en el sistema nervioso central a través de los nervios
craneales VII, IX y X cuyas fibras terminan en el nucleo del tracto solitario (NST,
Astrom, 1953; Torvik, 1956). Desde aqui hay una proyeccion ipsilateral al ntcleo

pontino parabraquial (PBN, Schwartzbaum & DilLorenzo, 1982; Norgren, 1983) y en ¢l
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la via gustativa se bifurca. El PBN proyecta bilateralmente al nucleo gustativo talamico
(o nucleo talamico posteromedial ventral, VPM, Norgren, 1983) y desde éste la
informacion llega a la corteza gustativa (o insular, Norgren & Wolf, 1975; Norgren,
1983; Kosar et al., 1986). La otra eferencia del PBN parece menos implicada en el
procesamiento de informacion gustativa (Norgren et al., 2006) pero es anatdmicamente
mas extensa, ya que sus axones alcanzan la PAG, la VTA (ver Capitulo II), el
hipotalamo lateral, la amigdala y el BST (Norgren, 1976). Estos centros pueden estar
implicados en el procesado del refuerzo.

Norgren et al. (2006) observaron la liberacion de DA en el Acb tras la ingesta
simulada (sham feeding) de sacarosa (que evita los posibles efectos reforzantes post-
ingestivos relacionados con el valor caldrico de la sacarosa). Este efecto es
independiente de la integridad de la via gustativa tdlamo-cortical, mientras que queda
abolido con lesiones anteriores del nicleo parabraquial. Este hallazgo indica que la
liberacion de DA en el Acb inducida por la ingesta de sacarosa puede estar mediada por
proyecciones del parabraquial sobre los ntcleos limbicos como la amigdala o el BST y
sus conexiones directas e indirectas con el Acb (Cassell et al,, 1999; Groenewegen et
al., 1999; Novejarque et al., 2008), a la proyeccion parabraquial monosindptica sobre la
PAG (Norgren, 1976) o sobre la VTA (ver Capitulo II). Por lo tanto, es probable que los
estimulos gustativos accedan directamente a la VTA y con ello activen la liberacion de
DA en el estriado ventral (y en otros centros del telencéfalo) sin utilizar inputs
corticales. Esta liberacion de DA parece fundamental para el consumo apetitivo
(preferente a agua) de soluciones azucaradas. Asi, nuestros datos del Capitulo III, junto
con los de Shimura et al. (2002) indican que lesiones subtotales de la via tegmento-
estriatal reducen el consumo preferente de sacarosa frente a agua. Esto concuerda con
los datos de estudios previos usando aproximaciones farmacologicas, de acuerdo con los
cuales, los antagonistas de DA tendian a disminuir la ingesta de soluciones dulces
(Geary & Smith, 1985; Schneider et al., 1986), mientras que los agonistas
incrementaban la ingesta de fluidos independientemente de la palatabilitdad, y
especificamente la de agua azucarada (Cioli ef al., 2000).

Por el contrario, la informacion relativa a las feromonas sexuales accede
directamente al telencéfalo a través de a los bulbos olfativos (BBOO), y después de ese
primer relevo la informacion llega a los diferentes ntcleos de la amigdala olfativa
(Scalia & Winans, 1975; Shipley et al., 2004) y vomeronasal (Scalia & Winans, 1975;

Olmos et al., 1978; Brenan, 2001). Desde la amigdala, la via continua hacia el estriado
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ventral mediante proyecciones directas e indirectas (Cassell ef al., 1999; Groenewegen
et al., 1999; Novejarque., 2008; Ubeda-Baiion et al., 2008). Nuestros datos del Capitulo
IT indican que la amigdala medial anterior, sobre la que convergen proyecciones desde
los BBOO principal y accesorio (Pro-Sistiaga et al., 2007), presenta una proyeccion
sustancial a la VTA. En este sentido, se ha comprobado mediante cronoamperometria
(Mitchell & Graton, 1992) que estimulos que activan el bulbo olfativo accesorio son
capaces de inducir la liberaciéon de DA en el estriado ventral. La via anatémica que
mediaria esta liberacion de DA podria ser la que utiliza la amigdala medial y sus
proyecciones al tegmento o una via amigdalo-estriatal directa (capaz de liberar DA en el
estriado mediante la activacion de los terminales axonicos DAérgicos; Floresco et al.,
1998). Sin embargo, nuestros resultados de los Capitulos III y IV indican que la
respuesta apetitiva a las feromonas masculinas no se ve afectada por la deplecion
DAérgica en el AcbSh, lo que sugiere que la liberacion de dopamina en el AcbSh
mediada por estimulos olfativos o vomeronasales no mediaria las respuestas apetitivas
primarias frente a los mismos.

De hecho, ademas de las diferencias debidas a la anatomia de los inputs
vomeronasales al sistema del refuerzo, nuestro grupo también ha observado que existen
diferencias entre la regulacion neuroquimica de los comportamientos apetitivos
desencadenados por el sabor dulce y los desencadenados por las feromonas sexuales.
Asi, las inyecciones sistémicas de antagonistas de D1 y D2 no alteraban la preferencia
por feromonas sexuales ni el condicionamiento de lugar inducido por las mismas
(Agustin-Pavon et al., 2007). Sin embargo, la inyeccion sistémica de un agonista para
D1 o de un inhibidor de la recaptacion de la DA (anfetamina), hacian desaparecer la
preferencia por las feromonas. Este efecto de las drogas dopaminérgicas contrasta con el
de las mismas drogas sobre los comportamientos apetitivos inducidos por sabor dulce
que hemos discutido antes (Geary & Smith, 1985; Schneider et al., 1986; Cioli et al.,
2000)
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Ademas, el estudio del efecto de los opidceos sobre ambos comportamientos
apetitivos refuerza aun mas la idea de que sus mecanismos neurales son diferentes.
Como hemos explicado anteriormente, los opidceos no actiian directamente sobre las
neuronas DAérgicas, sino sobre interneuronas GABAérgicas. Estas inhibirian a las
neuronas DAérgicas, y al ser ellas inhibidas por los opidceos, se produciria una
activacion por desinhibicion. Se ha descrito que las neuronas con receptores para
opiaceos intervienen en comportamientos tan esenciales como la ingesta, la analgesia y
comportamientos sexuales (Bodnar & Klein, 2005). La inyeccion sistémica de
antagonistas de los opidceos no altera la preferencia por las feromonas sexuales, sin

embargo si que hace desparecer la preferencia por una solucidon dulce. Sin embargo, la
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inyeccion sistémica de un agonista para los receptores mu de opidceos si que hace
desaparecer la preferencia por las feromonas sexuales, dejando intacta la preferencia por
la sacarosa (Agustin-Pavon et al., 2008). Por lo que parece que ambos comportamientos
estan regulados por opiaceos de manera diferente y antagénica. Esto concuerda con
resultados previos, donde se describié que los opidceos son necesarios para la hedonia
del sabor (Kelley et al., 2002) y mas concretamente, se ha observado su implicacion en
“puntos calientes” del estriado ventral implicados en los efectos hedonicos del sabor
dulce (Pecina & Berridge, 2005; Smith & Berridge, 2005). Sin embargo, la inyeccion
sistémica o intracraneal de agonistas de opiaceos disminuyen un gran numero de
comportamientos relacionados con el sexo, mientras que la inyeccion de los
antagonistas tiene un efecto positivo o ningin efecto (MclIntosh et al., 1980; Meyerson,
1981; Wiesner & Moss, 1984; Acosta-Martinez & Etgen, 2002). Por lo que se acepta
generalmente que los opidceos tienen un efecto inhibitorio en el comportamiento sexual
(Pfaus & Gorzalka, 1987; Argiolas, 1999).

(Por que existen estas diferencias en dos estimulos quimicos de tal relevancia
biologica? Como ya discutimos en el Capitulo IV es muy posible que estimulos
diferentes con un significado bioldgico diferente utilicen o requieran de mecanismos del
refuerzo distintos. Los estimulos naturales que hemos utilizado, a pesar de ser ambos de
naturaleza quimica, son bien diferentes. Por un lado las feromonas sexuales masculinas
son reforzantes de manera innata para las hembras de raton (Moncho-Bogani et al.,
2002; Martinez-Ricos, 2007) independientemente de su estado hormonal (Moncho-
Bogani et al., 2004), actian como sefializador de un congénere adulto del otro sexo
(Dulac, 2000), y su “consumo” no cambia sustancialmente el estado homeostatico del
organismo.

En cambio, el sabor dulce se relaciona con la ingesta de un liquido de alto valor
calorico (en condiciones naturales), y su valor reforzante depende, por tanto, del estado
homeostatico del animal. Un animal saciado no contintia ingiriendo sacarosa gracias a
una retroalimentacion inhibitoria que actia antes de que el animal recupere su
homeostasis. Asi pues, el consumo de sacarosa depende del estado del animal que
determina su valor hedénico y poder reforzante. Por ello, conforme los animales van
consumiendo la sacarosa su poder reforzante se devalua, lo que determina que las
curvas de consumo acumulado observadas en el Capitulo IV sean asintoticas. Sin
embargo, con las feromonas sexuales no se observa el fenomeno de la saciedad. No

cambian el estado homeostatico del animal ni, por tanto, hay mecanismos de saciedad
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que retroinhiben su valor reforzante, lo que resulta en curvas de consumo acumulado
practicamente lineales. Posiblemente esto se deba a que las feromonas sexuales son tan
solo el primer paso de un comportamiento reproductor: aunque para que éste se lleve a
cabo es necesario encontrar al congénere y poseer el estado fisiologico apropiado, el
refuerzo de las feromonas no depende del estado fisiologico. De hecho, en hembras de
raton la atraccion por las feromonas masculinas es independiente incluso del estado
hormonal de las hembras, que sin embrago si que modula otros aspectos de su

comportamiento sexual (Moncho-Bogani et al., 2004).

Dopamina, motivacion y atencion

Como hemos comentado anteriormente el refuerzo se puede dividir en diferentes
componentes (Berridge & Robinson, 2003), algunos de los cuales aparentemente
dependen de la DA mientras que otros no. Como hemos visto las lesiones DAérgicas o
los tratamientos hiperdopaminérgicos (Agustin-Pavon et al., 2007) no parecen alterar la
hedonia provocada por feromonas sexuales (ni en general, la relacionada con el
comportamiento sexual; ver Paredes y Agmo, 2004) pero tampoco la inducida por el
sabor dulce de la sacarosa. De hecho, las amplias lesiones de la VTA descritas en el
Capitulo III, provocan una reduccion notable del consumo de sacarosa acumulado
durante 48 horas, y reducen la preferencia frente a agua, pero aun asi, los animales
consumen mayor cantidad de sacarosa que de agua. Los resultados del Capitulo IV
indican que la denervacion DAérgica del AcbShM tampoco elimina la hedonia por la
sacarosa. La preferencia tarda mas tiempo en desarrollarse, pero el estimulo continua
siendo hedonico dado que los animales lesionados adquieren, con el tiempo, idéntica
preferencia por soluciones azucaradas que los sometidos a cirugia simulada.

Esto concuerda con los estudios de Berridge (1996) que muestran que las
reacciones orofaciales placenteras ante un estimulo dulce son preservadas aunque el
animal haya sufrido una lesion DAérgica o tratamientos farmacoldgicos
antidopaminérgicos. Otro ejemplo de hedonia en ausencia de DA lo aportan los ratones
KO para la TH de Canon y Palmiter (2003). Estos animales, a pesar de no ser capaces
de sintetizar DA contintian prefiriendo una solucion de sacarosa o sacarina frente al
agua, pero su dindmica de su consumo varia respecto los animales control, en
concordancia con el enlentecimiento de la dindmica de consumo que hemos observado
en el Capitulo IV. Como nosotros, los autores interpretan sus resultados como

indicadores de que los animales sienten placer consumiendo sacarosa, pero tienen
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problemas en trasladar esta informacion a comportamientos motivados, en este caso
conseguir la solucion dulce. Esto concuerda con los datos obtenidos con otros ratones
transgénicos (Pecina et al., 2003) cuyo transportador de la DA es afuncional de forma
que los animales son hiperdopaminérgicos. Al ser introducidos en un laberinto en T al
final del cual (en uno de los brazos) habia un trozo de azicar como premio, estos
animales aprendian antes a recorrer rapidamente el laberinto, se dirigian mas
rapidamente al premio (sin entretenerse por el camino) que los animales no mutantes.
En otras palabras, estos animales parecian estar mas motivados por conseguir el premio,
a pesar de que no presentar mayor “gusto” por la sacarosa, ya que no mostraban la
expresividad orofacial de placer alterada.

Estas alteraciones de la motivaciéon inducidas por la manipulacion experimental de
los sistemas DAérgicos sugieren que la DA esta relacionada también con los procesos
de atencidn, que estan relacionados con el refuerzo (Carli et al., 1985; Cook et al., 1995;
Nieoullon, 2002). Un ejemplo clinico de esta relacion es el sindrome de hiperactividad y
déficit de atencidon. Este sindrome, relativamente frecuente en nifios, consiste en una
dificultad para concentrarse en una sola actividad, de manera que el comportamiento
resulta en un sinfin de actividades inacabadas, de ahi la hiperactividad. Normalmente, se
asocia este sindrome con un déficit o regulacion de la DA a la baja y, por ello, se suele
tratar con agonistas de la DA (Wender & Reimherr, 1990; Ruskin et al., 2001; Arnsten
& Dudley, 2005). Esta terapia farmacoldgica ayuda a los nifios a focalizar y concentrar
su atencion en una Unica tarea, disminuyendo su hiperactividad. A pesar de ser un
tratamiento efectivo, como ya hemos comentado, altera los niveles de la DA de manera
inespecifica en toda la espiral tegmento-estriatal, lo que puede desencadenar efectos
indeseados. Un posible peligro del exceso de medicalizacion puede ser un aumento
excesivo de la motivacion por tareas concretas, lo que puede llevar a que se desarrollen

obsesiones compulsivas, esterotipias o tics.

(De qué depende la hedonia?

Como ya hemos discutido, los trabajos de los ultimos afios usando diferentes
aproximaciones experimentales han permitido descartar un papel de la DA en la
hedonia. Si bien se han elaborado hipotesis nuevas para explicar el papel de la DA en el
refuerzo, no existe, hasta donde sabemos, una propuesta solida de los mecanismos

neurales de la hedonia. ;Se trata de la liberacion de alguna otra monoamina que no sea
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la DA? ;Podria estar regulada por opidceos? ;O puede que sea la inervacion
glutamatérgica la que es responsable de la hedonia?

Cualquiera que sea el mecanismo de accion, la hedonia parece depender del Acb
aunque sea independiente de la DA en éste nucleo. Pecifa y Berridge (2005) observaron
que la microinyeccion de opiaceos en lugares concretos del AcbSh medial (su porcion
rostro-dorsal), provocaban un aumento de la respuesta heddnica a la sacarosa en ratas.
Este descubrimiento ha hecho de los opidceos buenos candidatos para el control de la
hedonia de los estimulos naturales.

Sin embargo, como ya comentamos antes, Agustin-Pavon et al. (2008)
demostraron que la hedonia provocada por las feromonas sexuales no se debe a los
receptores para los opidceos. La inyeccion de antagonistas para los opidceos no altera la
preferencia por las feromonas sexuales ni la preferencia condicionada de lugar
provocada por estas. Sin embargo, esto no significa que los opiaceos no participen en su
regulacion, dado que la inyeccion de agonistas de opiaceos inhibe la preferencia por las
feromonas sexuales.

Todos estos datos negativos, nos hacen sugerir un posible mecanismo alternativo
de la hedonia. Esta podria depender de la neurotransmision glutamatérgica en el estriado
ventral debida a la actividad de sus aferencias de origen y naturaleza cortical que
controlaria y modularia la respuesta final del las neuronas estriatales. En el caso de las
feromonas, la via implicada seria la proyeccion desde la corteza vomeronasal al
territorio estriatal vecino a los islotes de Calleja magno y rostral-ventromedial, segiin
sugieren los datos anatomicos (Novejarque, 2008), los datos de lesion de estos
territorios (Agustin-Pavon, 2008) y de expresion de c-fos (Martinez-Ricos et al., 2009).
Y en el caso del sabor dulce de la sacarosa, las vias del refuerzo podrian ser las entradas
ascendentes desde el nucleo parabraquial o las vias indirectas desde la corteza insular o
desde la propia amigdala.

Sin embargo, esta hipdtesis no parece explicar cabalmente el efecto que las
alteraciones experimentales de la neurotransmision DAérgica tienen sobre el refuerzo.
Una posible explicacion seria en el estriado ventral que la DA modulara la
neurotransmision glutamatérgica. Utilizando preparaciones de rebanadas cerebrales in
vitro Charara y Grace (2003) observaron que la estimulacion eléctrica de las aferencias
estriatales desde la amigdala o el hipocampo activa las neuronas del Acb. Sin embargo,
la activacion del Acb no se produce o se ve muy disminuida en presencia de DA. La DA

es capaz de modular la activacion ejercida por la liberacion de glutamato por parte de
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las aferencias amigdalinas e hipocampicas. El efecto inhibidor sobre las aferencias
amigdalinas depende del los receptores de tipo D1 para la DA. Por el contrario, la DA
puede tanto potenciar como inhibir la respuesta de las neuronas estriatales a la
estimulacion hipocampica. Por lo tanto, los inputs glutamatérgicos al estriado ventral
son regulados por la DA aunque diferentes inputs muestran diferentes mecanismos de
modulacion.

Curiosamente, lo contrario también parece ser cierto. Los terminales DAérgicos
del estriado ventral también pueden ser activados y modulados por la neurotransmision
glutamatérgica. Los experimentos de Floresco et al. (1998, 2001a, 2001b, 2001c)
demostraron que mediante la activacion de inputs corticales como la amigdala o el
hipocampo, se conseguia la liberacion de DA en el Acb, aunque la actividad neuronal en
la VTA hubiese sido previamente inhibida con lidocaina. Parece que los terminales
axodnicos de las neuronas DAérgicas poseen receptores para el glutamato que pueden
provocar la liberacion de DA mediante una activacion presinaptica.

Asi pues, tenemos dos sistemas de neurotransmisores que se modifican el uno al
otro (West et al., 2003), por lo que ambos han de variar simultaneamente. Es muy
posible que esta interdependencia haya contribuido a generar confusion acerca del papel
de la DA en el refuerzo, dado que un incremento de la liberacion de DA en el estriado
ventral inducido por un estimulo gratificante podia ser interpretado como indicador de
un papel causal de la DA en la gratificacion. Sin embargo, esta liberacién podia ser
causada en realidad por la liberacion de glutamato en el estriado ventral, que seria el
verdadero agente causal de la gratificacion. Con ello la liberacion de DA se seria
consecuencia y no causa de la hedonia.

Aunque ambos la liberacion de DA y de glutamato sean interdependientes, parece
que existen algunos procesos relacionados con el refuerzo que son regulados por el
glutamato de manera independiente a la DA (Chiamulera et al., 2001, Tzschentke &
Schmidt, 2003). Asi, Chiamulera et al. (2001) observaron que en un ratén KO para el
receptor metabotropico para el glutamato mGlu5, la cocaina no posee propiedades
reforzantes ni aumenta la locomocion. Este déficit no es atribuible a la DA dado que los
niveles DA en el estriado en los mutantes eran similares a los de los ratones silvestres.
La misma falta de efecto reforzante de la cocaina ocurria si se utilizan antagonistas para
el mGluS5 en animales silvestres. Sin embargo, a pesar de no autoadministrarse cocaina,

los mutantes apretaban una palanca para conseguir comida. Estos datos indican, por
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tanto, que al menos en algunos casos, el refuerzo depende criticamente de la
neurotransmision glutamatérgica.

Gracias a esto, en los ultimos afios, la estrategia para combatir adicciones se ha
centrado en la blisqueda de tratamientos farmacologicos efectivos basandose en estos
descubrimientos. Los tratamientos farmacoldgicos mas eficaces para dejar el
tabaquismo consisten en antagonistas de los receptores metabotropicos para el
glutamato (Liechti & Markou, 2008) especialmente para el receptor subtipo 5 (Carroll,
2008). Por lo que parece que el mGlu5 parece estar mas implicado en las adicciones
(Gass & Olive, 2008) que en el refuerzo por sustratos naturales, o al menos ha sido mas
estudiado en este campo. Recientemente se ha observado que el flujo de salida de
informacion en el estriado es dependiente de los receptores del glutamato NMDA
(Pomata et al., 2008), y parece que también participan en la inicializacién de
comportamientos aprendidos (Graybiel, 1998) y la formacién de hébitos en el estriado
dorsal (Kelley et al., 2003; Pawlak & Kerr, 2008).

Todos estos datos refuerzan la idea de que la transmision glutamatérgica en
distintos territorios del estriado ventral (y quizads del dorsal) sea la responsable de la
hedonia. La DA estaria implicada en procesos de aprendizaje asociados que, a nivel
celular, consistirian en la modulacion de la neurotransmision glutamatérgica y, con ello,
en la modificacion de la respuesta del sistema en sucesivos encuentros con el estimulo
reforzante y con los estimulos que lo predicen. La complejidad y plasticidad del sistema
se veria beneficiada de complicadas interacciones entre la DA y el glutamato a nivel
estriatal, a su vez moduladas por diversos neurotransmisores entre los que se encuentran

los opiaceos y el 6xido nitrico.
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Conclusiones

1.

Como en otras especies, en el ratén el transportador de dopamina sélo es
expresado en las neuronas DAérgicas del mesencéfalo, y consecuentemente no
puede ser considerado como un marcador dopaminérgico general.

Nuestros resultados en ratébn hacen patente la necesidad de revisar la
clasificacion de los grupos celulares dopaminérgicos considerando nuevos datos
anatémicos, embrioldgicos y funcionales, puesto que existen neuronas TH-ir que
no se ubican en ninguno de los grupos clésicos. Como es el caso de las neuronas
dopaminérgicas del ntcleo supramamilar, niicleo dorsomedial hipotalamico, el
nicleo magnocelular predptico y el nucleo de la stria terminalis. Ademas, ocurre
que grupos clasicos como el A11 y A13 presentan una continuidad, mientras que
el grupo A15 resulta de la union artificiosa de dos poblaciones celulares TH-ir
independientes.

Existen neuronas TH-ir, no descritas previamente y presumiblemente
dopaminérgicas, en el prosencéfalo de raton sano, tanto en el diencéfalo, como
ocurre con las neuronas del nicleo magnocelular predptico, y en el telencéfalo,
en el estriado, en el tubérculo olfativo y en al area olfativa anterior, incluyendo
la corteza piriforme, como ocurre en otras especies de mamiferos, aunque en un
nimero muy reducido.

Los ratones poseen un circuito de interconexiones entre el tegmento del
mesencéfalo y el estriado organizado formando una espiral tegmento-estriado-
tegmental, similar al descrito en primates, que permite una interaccion funcional
desde estructuras estriatales mediales hacia estructuras laterales.

Al menos en raton, esta espiral empieza mas medialmente de lo que se habia
descrito previamente, originandose en el PAG e incluyendo el septum lateral.
Ademas, esta espiral se bifurca en determinados niveles incluyendo a la
amigdala estriatal dentro de esta espiral.

Los datos presentados en esta tesis son compatibles con la hipotesis de que la
parte medial de la espiral (incluyendo el nticleo accumbens) sea la encargada de
desencadenar motivacion hacia predictores de estimulos con valor hedénico. Por
el contrario. la parte lateral de la espiral (incluyendo al estriado dorsal) mediaria
el aprendizaje de respuestas rapidas y estereotipadas (formacién de habitos)

frente a los diferentes estimulos de relevancia bioldgica.
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7.

10.

11.

12.

13.

La atraccion innata por feromonas sexuales es independiente de la integridad de
las células dopaminérgicas del VTA.

Aunque la preferencia por la sacarosa se mantiene tras lesiones DAérgicas en el
VTA, su sobreconsumo se reduce. Esto indica que hay una dependencia entre el
consumo preferente de sacarosa y la integridad de la inervacion dopaminérgica
desde el VTA.

La atraccién y dinamica de la primera experiencia con feromonas sexuales es
independiente de la inervacion dopaminérgica del AcbShM. Por ello, en el caso
de las feromonas, la inervacion dopaminérgica de las porciones mediales de la
espiral tegmento-estriado-tegmental no media la respuesta apetitiva
incondicionada.

En la primera experiencia con soluciones concentradas de sacarosa, los ratones
muestran un consumo preferente frente a agua inicial, seguido de una clara
neofobia que se aprecia en un consumo preferente de agua. Ambas fases resultan
en una ausencia de preferencia global por la solucién azucarada en la primera
experiencia. En la segunda experiencia, los ratones muestran una preferencia
clara y sostenida por la solucion azucarada.

Las lesiones DAérgicas del AcbShM afectan al desarrollo del consumo
preferente de agua azucarada en la primera experiencia del animal con este
estimulo. Asi, los animales lesionados no muestran inicialmente preferencia
entre solucion azucarada y agua, pero a lo largo de los primeros minutos
desarrollan preferencia por la sacarosa sin que, a lo largo de la primera sesion,
lleguen a presentar sintomas claros de la neofobia por esta solucién que se da en
los animales control.

A pesar de ello, en la segunda sesion de consumo de solucion de azucar, los
animales con lesiones DAérgicas del AcbShM muestran una preferencia clara y
sostenida por la solucién azucarada frente a agua, similar a la que presentan los
animales control.

Estos datos sugieren que la inervacion DAérgica de las porciones mediales del
estriado participa en el desarrollo del estado motivacional adecuado para el
consumo apetitivo de soluciones dulces. No obstante, esta inervaciéon no es
necesaria para la sefializacion del valor reforzante del sabor dulce, dado que los
animales con lesiones de la misma llegan a adquirir una preferencia robusta,

similar a la de los animales control, por las soluciones azucaradas.
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