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Resumen

El presente trabajo tiene como objetivo comprobar la implicacion de la corteza insular
(CI) en la evocacion del aprendizaje apetitivo gustativo (AApG) tras una inactivacion insular
con lidocaina. Partiendo de que la Cl estd implicada en el procesamiento de estimulos viscerales
e interoceptivos. Més recientemente se ha postulado su implicacién respecto al procesamiento
y aprendizaje de las adicciones asociando aspectos sensoriales con ambientes y sabores
mediante el estudio de sus diferentes funciones en relacion al aprendizaje, la memoria o la
percepcion gustativa. Realizando un articulo cientifico en el que se analizara la hipotesis, el
procedimiento y los resultados obtenidos, se realizara una discusion acerca de dichos resultados
y se relacionaran con otros articulos en esta misma linea de investigacion. Los resultados
obtenidos ponen de manifiesto como la inactivacion de la insula bloquea la evocacién del

aprendizaje adquirido durante los cinco primeros dias experimentales.

Palabras clave: corteza insular (CI), aprendizaje apetitivo gustativo (AApG), evocacion,

adiccion.



Abstract

The main objective of the present work is to verify the involvement of the insular
cortex (IC) in the evocation of taste appetitive learning (AApG) after insular inactivation with
lidocaine. It is important to emphasize that IC is involved in the processing of visceral and
interoceptive stimuli. More recently, its implication regarding the processing and learning of
addictions has been postulated, associating sensory aspects with environments and flavors
through the study of their different functions in relation to learning, memory or taste
perception. Making a scientific article in which the hypothesis, the procedure and the results
obtained will be analyzed, a discussion will be held about said results and they will be related
to other articles in this same line of research. The results obtained expose how the inactivation
of the insula blocks the evocation of the learning acquired during the first five experimental
days.

Keywords: Insular cortex (IC), Appetitive taste learning (AApG), Evocation, Addiction



1. Introduccidén

La drogadiccion es una enfermedad definida por sintomas fisioldgicos, cognitivos y
conductuales acompafiados de un patron de recaidas cronico, que indican una dependencia o
necesidad hacia una sustancia (actividad o relacion) inducida por neuroadaptaciones derivadas
de su uso cronico (Leshner, 1997; Koob & Volkow, 2016). Entre otros sintomas, la
drogadiccion se caracteriza por una experiencia subjetiva de deseo irrefrenable por el consumo
de la droga (craving), lo que produce el impulso consumatorio (busqueda de la droga) para
reducirlo (Beck et al. 1999). En este sentido, el craving se ha mostrado como un factor
determinante en el fendémeno de los multiples periodos de recaida tipicos durante el proceso de
desintoxicacion de las drogas de abuso donde se produce el reinicio del consumo de ésta tras

un periodo méas o menos prolongado de abstinencia (Koob & Volkow, 2016).

Por otra parte, el craving puede estar inducido por claves asociadas a la droga como,
por ejemplo, las creencias personales sobre las cualidades beneficiosas de la sustancia (Beck et
al., 1999) o la simple presencia del grupo de iguales con los que la persona consume la droga
(Mufioz Riva & Grafia Gomez, 2000). En este sentido, se ha observado bajo un paradigma de
condicionamiento de preferencia hacia un lugar que la ausencia de la administracion de morfina
en el compartimento previamente asociado con ella inducia en primates arrebatos conductuales

y emocionales indicadores de craving (Spragg, 1940).

Con respecto al sustrato neurobioldgico subyacente a la drogadiccion, las
neuroadaptaciones inducidas por el consumo cronico de las drogas en el sistema de recompensa
cerebral dopaminérgico mesolimbico parecen ser las responsables de los sintomas de la
drogadiccion, considerandose a la corteza insular (CI) como uno de los componentes relevantes
en el procesamiento del craving inducido por las drogas (Naqvi & Bechara, 2010). La Cl es una
estructura cerebral que se localiza en la profundidad de la cisura de Silvio, en el punto en que
confluyen los I6bulos temporal, parietal y frontal (Tlre et al, 1999) siendo la zona cortical
donde converge la informacion interoceptiva y exteroceptiva (Craig, 2007), claves sensoriales
relevantes en las asociaciones responsables del craving inducido por los estimulos

condicionados a las propiedades recompensantes de las drogas (Paulus y Stewart, 2014).

En este sentido, se ha observado en humanos que tanto los estimulos asociados a la
droga, asi como el craving inducido por ellos, activan la Cl (Moran et al. 2017) y que su lesion

producida por un accidente cerebrovascular isquémico agudo bloguea el craving inducido por



las drogas (Naqvi et al. 2007; Abdolahi et al. 2017). Mas aln, en modelos animales se ha
mostrado que la inactivacion reversible de la Cl bloguea el condicionamiento de preferencia al

lugar asociado con la administracion de las drogas (Contreras et al. 2008, 2012).

Por otra parte, dado que la Cl también es la zona cortical donde se produce la integracion
de la informacién visceral y gustativa (Duque et al. 2004; Palma & Iriarte, 2012), se podria
especular con la idea de que la inactivacion de la Cl también podria impedir la adquisicion y la
memoria de un modelo de aprendizaje apetitivo gustativo (AApG), donde el sujeto establece
una asociacion entre un estimulo condicionado gustativo (EC; p.ej. extracto de fresa o coco) y
un estimulo incondicionado con propiedades recompensantes viscerales (El; p.ej.
administracion intragastrica de glucosa), llegando a preferir dicho EC en base a la asociacion
establecida (Zafra et al. 2002). De hecho, existen estudios llevados a cabo con dicho modelo
gustativo que muestran que la lesion de varios componentes del sistema cerebral que procesa
la informacion viscero-gustativa (p.ej. nervio vago, nucleo del trato solitario, parabraquial
lateral externo...) bloquea la adquisicion del AApG (p.ej. Zafra et al. 2002, 2017). Por lo tanto,
dado que este sistema proyecta hacia la CI (Allen et al, 1991; Gauriau & Bernard, 2004), su
lesion podria también impedir la evocacion de la preferencia gustativa condicionada.

En base a la literatura revisada en este apartado, el objetivo de la presente investigacion
seria contrastar la hipotesis de que la Cl es la estructura cerebral responsable de la
expresion/evocacion de la adquisicion de un AApG. Los resultados seran discutidos en relacion
con el engrama de memoria responsable del craving inducido por los estimulos asociados a las
propiedades recompensantes de las drogas para intentar proponer un posible tratamiento
preventivo para las recaidas sufridas por las personas que estdn bajo un programa de

desintoxicacion.

2. Meétodos y Procedimientos

2.1. Sujetos

Se emplearon veinte ratas de la cepa Wistar con un rango de peso de 260 a 300g al
principio del experimento. Estos sujetos, que procedian de la colonia reproductora de la
Universidad de Jaén, se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos asignando diez sujetos al
grupo inactivacion de la Cl y otros diez animales al grupo control. Todos los sujetos residieron

de forma individual en jaulas de metacrilato de 30x15x30 cm, las cuales en su pared frontal



poseian dos orificios de 1,6 cm a la misma distancia del centro y de los bordes, asi como a la
misma altura sobre el suelo de la jaula. A través de dichos orificios el animal tenia acceso a
boquillas unidas a buretas cilindricas graduadas que contenian los distintos sabores usados en
el presente experimento. La temperatura ambiente del laboratorio se mantuvo entre 21y 23°C
y los periodos de luz-oscuridad fueron de 12 h cada uno. Toda la manipulacion se llevo a cabo
durante la fase de luz, permitiéndoles a los animales un periodo de adaptacion de 2 a 3 dias
durante los cuales permanecieron en sus jaulas teniendo libre acceso a alimento y agua. Todos
los procedimientos comportamentales y las técnicas quirdrgicas se realizaron de acuerdo con

las pautas de cuidado animal establecidas por la Real Ley 223/1988.

2.2. Procedimiento quirurgico

2.2.1. Implantacion de 2 catéteres intragastricos

Se implantaron dos catéteres intragastricos, siguiendo el procedimiento desarrollado por
Deutsch y Koopmans (1973), a través de los cuales se administraran los estimulos
incondicionados para inducir la preferencia gustativa (glucosa o suero fisioldgico). Con este
objetivo, bajo anestesia general con pentotal sédico administrado intraperitonealmente (50
mg/Kg; Tiopental sédico, ABBOTT Laboratories, Madrid) se extrajo el estbmago con cuidado
de la cavidad abdominal y se realizé una incision de aproximadamente 2 cm en la region del
cardias por donde se introdujo dos tubos de silastic con una pequefia protuberancia de silicona
alrededor del extremo localizado en el estomago para evitar el desplazamiento del catéter hacia
fuera. La incisién se cerrd con una sutura alrededor del estomago y los catéteres se dispusieron
a través del abdomen y la pared muscular, tunelizandolos subcutaneamente, uno a cada lado del
animal hasta la superficie dorsal del cuello. Ademas, se emple6 suturas para aquellos casos en
los que las heridas necesitasen ayuda para cerrarse y penicilina para evitar posibles infecciones
(0,1 cc por animal; Penilevel, Lab. Ern, Barcelona, Espafia).

Para los sujetos del grupo control se realiz6 el mismo procedimiento, permitiendo a
ambos grupos un periodo de recuperacion de 8 dias postoperatorios con libre acceso—a agua y

a alimento.



2.2.2. Implantacion de 2 canulas intracerebrales

Las canulas fueron insertadas intracerebralmente en la superficie dorsal de la ClI
mediante cirugia estereotaxica (Stoelting Stereotaxic 51.600) bajo anestesia general con
pentotal sédico administrado intraperitonealmente (50 mg/Kg; Tiopental sédico, ABBOTT
Laboratories, Madrid). Las coordenadas neuroanatémicas utilizadas para la implantacion de las
canulas en la CI fueron obtenidas a partir del atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (1996),
utilizando como referencia el punto de Bregma: AP= 1,2mm; LM= 5,4mm; DV= 6,7mm. La
implantacion de las cénulas tiene como finalidad servir como guia para la posterior
administracion de lidocaina en el grupo experimental (o suero fisioldgico en el grupo control)
para inducir la inactivacion reversible en la CI el sexto dia experimental (Prueba 1) de la

presente investigacion.

2.3. Procedimiento comportamental

Tras el periodo postoperatorio, todos los animales se sometieron a un periodo de pre-
entrenamiento de 3 dias en los cuales, después de un periodo de privacion de agua de 24 h., se
les permitio beber diariamente agua de buretas graduadas a través de los orificios frontales de
las jaulas con el objetivo de habituar a los animales al procedimiento experimental y evitar asi
las posibles preferencias con respecto a las posiciones de las buretas. En los primeros dos dias
de esta fase de pre-entrenamiento se les ofreci6 a los animales una Unica bureta de agua (en el
orificio situado a la izquierda el primer dia y en el orificio de la derecha el segundo dia) durante
7 minutos, mientras que en el tercer dia se les ofrecio a los animales las 2 buretas de agua en
ambas posiciones también durante 7 minutos, contabilizandose la ingesta en estos 3 dias.
Treinta minutos después de cada sesion, se les ofrecia a los animales 15 g. de alimento (Panlab

S.L., Barcelona, Espafia).

Después de este periodo de pre-entrenamiento comenz6 la fase experimental
propiamente dicha en la que durante 5 dias de adquisicion se asociara un estimulo gustativo
[0.5% de extracto de fresa (F) o coco (C) diluido en agua; McCormick, Co. Inc., San Francisco,
CA, USA] con unas consecuencias apetitivas viscerales inducidas a través de la administracion
intragastrica de glucosa (10%). En cada sesidn adquisitiva, se le ofrecio a los animales ambos
estimulos gustativos presentados simultaneamente durante 7 minutos, donde la ingestion de uno

de ellos sera asociada con la administracion intragastrica concurrente de glucosa a través de



uno de los catéteres intragastricos, mientras que la ingestion del otro estimulo gustativo se
emparejé con la administracion intragastrica concurrente de suero fisiologico a través del otro
catéter (una ilustracion grafica de este procedimiento fue previamente publicada por Mediavilla
et al. 2005). Se contrabalanced el estimulo gustativo asociado con glucosa para eliminar
posibles efectos inespecificos de preferencia por alguno de los 2 sabores. La administracion
intragéstrica de ambos productos (glucosa o suero fisiologico) se produjo simultdneamente a la
ingestion del estimulo gustativo a través de una bomba de infusion Mod. A-98 (Razel, USA) a
una razén de 1ImL/1mL por estimulo gustativo ingerido.

El sexto dia experimental se procedi6 a inactivar la Cl mediante la administracion de
lidocaina (10 pl/seg) en los sujetos del grupo inactivacion a través de las canulas intracerebrales
inicialmente implantadas, mientras que los sujetos que conformaban el grupo control recibieron
la misma dosis, pero esta vez de suero fisioldgico. A nivel intragastrico no hubo administracion
alguna en ninguno de los grupos.

Tras esta inactivacion, el séptimo dia experimental (Ultimo dia de ensayo) se restablecid
la funcionalidad de la Cl en los sujetos del grupo inactivacion y ambos estimulos se presentaron

de forma simultanea, pero ahora sin administracién intragastrica ni intracerebral alguna (Figura

1).
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Fig. 1. Imagen de elaboracion propia que recoge la secuencia temporal del experimento, representando los ocho
dias de rehabilitacion tras las intervenciones quirtrgicas llevadas a cabo en ambos grupos de sujetos, asi como los
dias de pre entrenamiento y los siete dias de ensayos en cuestion. Abreviaciones: lzda.: izquierda; Dcha.: derecha;
Cl: Corteza Insular.

2.4. Histologia

Al concluir el experimento, todos los animales del grupo experimental fueron

profundamente anestesiados con una sobredosis de pentotal sodico (80 mg/Kg, ABBOTT,



Madrid) y perfundidos intracardialmente con una solucion salina isotonica seguida de
formaldehido (10%). Posteriormente, se procedidé a la extraccion de los cerebros y se
almacenaron en formaldehido (10%) durante al menos 1 semana, antes de su posterior
laminacion en secciones coronales de 40um mediante un criostato (Leica, CM1850 UV, USA).
Las secciones fueron colocadas en portaobjetos y se tifieron con violeta de cresilo para ser
examinadas a través de un microscopio optico (Olympus, CO 11), determinando asi la
ubicaciéon y la extension de las intervenciones para tener la certeza de que las canulas

intracerebrales estaban localizadas en la Cl en todos los casos (Figura 2).

Fig. 2. Imagen de una seccion coronal del cerebro de un animal del Grupo Experimental, mostrando la localizacion
de la canula intracerebral. Abreviaciones: ac: comisura anterior; PIC: Corteza Insular Posterior; PuC: Nucleo
Putamen-Caudado; LV: Ventriculo Lateral.

2.5. Andlisis estadistico

Para los anélisis estadisticos Ilevados a cabo en la presente investigacion se utilizo el
paquete estadistico SPSS version 25. La media de ingesta de agua durante los 3 dias de
preentrenamiento y la media de la ingesta de los sabores durante los 7 dias experimentales
fueron analizados mediante un ANOVA (Grupo x Dias x Agua y Grupo x Dias x Sabores,
respectivamente). Los valores fueron expresados como medias =+ el error estandar de medida.

Los efectos significativos fueron analizados mediante las medias a través de un analisis post



hoc mediante el test de Tuckey y las diferencias estadisticamente significativas se fijé en el
nivel del 5% (p<0.5).

3. Resultados

Etapa 1 (3 dias de pre-entrenamiento). Los datos obtenidos, los cuales representan la
cantidad de agua consumida durante esta etapa, no mostraron diferencia alguna entre los sujetos
del grupo experimental (inactivacion) y el grupo control.

Con respecto a la Etapa 2 (7 dias experimentales), el ANOVA revelé un efecto
significativo de Grupo x Sustancia [F (1, 280) = 107,69; p<0.001], Dias x Sustancia [F (6, 280)
= 341,14; p<0.001], y Grupo x Dias x Sustancia [F 6, 280) = 77,42; p<0.001].

El analisis post hoc de la interaccion Grupo x Dia x Sustancia durante los 5 dias
adquisitivos mostré que la diferencia de ingesta entre el sabor pareado y el no pareado, tanto el
grupo control como el grupo experimental, comenzaron a ser significativas a partir del 2° dia
experimental (Figura 3 y 4); Day 2, p< 0,001; Day 3, p< 0,001; Day 4, p< 0,001; Day 5, p<
0,001.

Con respecto a la Etapa 3 (Test1; Inactivacion Cl), el andlisis post hoc refleja diferencias
significativas en la ingesta entre ambos sabores en el grupo control (p< 0,001), mostrando la
expresion del AApG adquirido, mientras que en el grupo experimental no se muestran dichas
diferencias (p= 0,97), reflejando presumiblemente la imposibilidad de evocacion de la
asociacion adquirida previamente (Figura 5).

Finalmente, en la Etapa 4 (Test2; Sin administracion intracerebral ninguna) ambos
grupos muestran un proceso discriminante dadas las diferencias estadisticamente significativas
en la ingesta entre ambos sabores (Figura 6) por lo que presumiblemente el grupo experimental
parece haber recuperado la posibilidad de expresar la asociacion establecida previamente (p<
0,001).
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Fig. 3. Imagen de elaboracion propia que refleja la evolucion de los sujetos del grupo experimental durante los
primeros cinco dias experimentales. Abreviaciones: EC+: Estimulo Condicionado positivo; EC-: Estimulo
Condicionado negativo; ml: mililitros.
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Fig. 4. Imagen de elaboracion propia que refleja la evolucion de los sujetos del grupo control durante los
primeros cinco dias experimentales. Abreviaciones: EC+: Estimulo Condicionado positivo; EC-: Estimulo
Condicionado negativo; ml: mililitros.
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Fig. 5. Imagen de elaboracidn propia mediante la que se compara la conducta de ingesta de ambos grupos
durante el sexto dia experimental. Abreviaciones: EC+: Estimulo Condicionado positivo; EC-: Estimulo
Condicionado negativo; ml: mililitros
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Fig. 6. Imagen de elaboracion propia mediante la que se compara la conducta de ingesta de ambos grupos
durante el séptimo dia experimental. Abreviaciones: EC+: Estimulo Condicionado positivo; EC-: Estimulo
Condicionado negativo; ml: mililitros

4. Discusion

Tras la descripcion y el posterior analisis de los datos obtenidos en la presente
investigacion se observa que la inactivacion de la Cl mediante la administracion intracerebral
de lidocaina (10 ul/seg) blogquea la evocacion de un AApG adquirido previamente mediante la
asociacion con consecuencias reforzantes de origen visceral inducidas mediante la

administracion intragastrica de glucosa (10%).

La teoria de que una lesién insular pueda bloquear la evocacién de una preferencia
gustativa condicionada se ve apoyada por investigaciones en las que se observa que la lesién
de otras estructuras cerebrales que junto con la Cl constituyen el sustrato neuroanatémico del
engrama implicado en el aprendizaje y su evocacion (como es el caso del nucleo del tracto
solitario), bloquea el AApG (Zafra et al. 2017). Mas aln existen investigaciones que recalcan
como tanto en el AApG como su modalidad aversiva (AAvG) participan las mismas estructuras
cerebrales, a saber, el nicleo del tracto solitario (NTS), el nucleo parabraquial (NPB) y la Cl
(Ruiz & Torre, 2012).

Por otro lado, y en consonancia con esta idea, los estudios bajo el paradigma de
condicionamiento hacia un lugar muestran que la inactivacion de la Cl bloquea tanto las
preferencias (Contreras et al. 2008, 2012) asi como las aversiones (Wang et al., 2016) hacia el
lugar asociado previamente con la administracion tanto de estimulos naturales (comida, bebida,
sexo...) como artificiales (estimulacion eléctrica, drogas...). Asi, por ejemplo, existen estudios
que muestran que la estimulacion eléctrica (Garcia et al, 2013) y optogenética (Peng et al, 2015)

de la ClI induce preferencias y aversiones hacia el lugar asociado a ellas.



Por lo tanto, esto confirma como las sefiales contextuales pueden inducir el consumo de
la drogay como la Cl se encarga del procesamiento de dichas claves al mostrar la imposibilidad
de evocar esa informacion hacia la conciencia cuando esta estructura cerebral se encuentra
inactiva. Este estudio, contribuye a los resultados encontrados en el sexto dia experimental en
el cual tras producir una inactivacion con lidocaina en la CI los sujetos del correspondiente
grupo eran incapaces de recuperar ese aprendizaje adquirido durante los cinco primeros dias

experimentales.

No obstante, existen estudios en los que tras realizar una lesion en estructuras cerebrales
que proyectan hacia la Cl, como es el caso del subndcleo parabraquial lateral externo (PBNLe),
los sujetos son capaces de evocar una preferencia hacia un estimulo gustativo emparejado con
la administracion intragastrica de alimento parcialmente digerido en comparacion con la
administracion de suero fisiolégico. Esto podria deberse a que, al tratarse de la modalidad de
aprendizaje secuencial y no a la concurrente, el procesamiento y asociacion de la informacion
visceral y gustativa va a depender del sistema circulatorio sanguineo o estructuras como el area

postrema y no de la Cl (Zafra et al, 2002).

Ademas, como anteriormente se ha mencionado la relacion entre la Cl y AAVG, se ha
observado como la adquisicion de dicho aprendizaje asociativo no se veia afectado por una
lesion insular (Lin et al, 2015). Esto aplicado a nuestra modalidad de AApG, demuestra que las
lesiones en la CI pueden no afectar a la adquisicion del aprendizaje, pero si deterioran la
evocacion de la asociacion establecida entre un estimulo condicionado y un estimulo

incondicionado.

Estos resultados estan en consonancia con estudios previos en los que se pone de
manifiesto la relevancia de la ClI en la integracion de la informacién sensorial (en concreto
informacidn gustativa) con las cualidades hedonistas asociadas (Palma & lIriarte, 2012). Como
bien han destacado diversos autores, la Cl es un componente fundamental para el procesamiento
del deseo por la toma de la droga (craving) inducido por los estimulos condicionados asociados
a las propiedades recompensantes de una droga (Paulus y Stewart, 2014).

En este sentido, los resultados hallados tras el trascurso del experimento y que ponen de
manifiesto esa implicacion por parte de la Cl en el AApG estan en consonancia con otras
investigaciones llevadas a cabo con humanos en las que se observa como el craving generado
por una sustancia (nicotina) desaparece tras un dafio producido en la Cl, demostrando que los

sujetos hospitalizados por accidente cerebrovascular isquémico agudo (con infartos insulares)
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eran mas propensos a superar la adiccion a la nicotina y, por tanto, abandonar la conducta
fumadora (Abdolahi et al. 2017). Mas aun, Sufier-Soler et al. (2012) sefialan la presencia de

dafo insular como un factor predictor para la no recaida hacia el consumo de tabaco.

En definitiva, tanto los estudios revisados como la investigacién y experimentacion
Ilevada a cabo en el presente trabajo, ponen de manifiesto que la Cl es una estructura anatbmica
compleja implicada en infinidad de funciones. En concreto y haciendo alusion al tema de la
drogadiccion, se ha observado como la CI tiene un papel central en el procesamiento de
emociones, integracion de informacion o el proceso de craving y como su lesion repercute en
la modalidad de aprendizaje apetitivo gustativo en la que se requiere un procesamiento rapido

de estimulos viscerales (aprendizaje concurrente).
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