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li. RESUMEN

La region interoceptiva de la corteza insular es responsable de monitorear
continuamente las condiciones fisioldgicas internas, por lo que seria una region clave para
la elaboracion de respuestas conductuales consistentes con las necesidades internas del
organismo. Asimismo, la amplia red de conexiones con estructuras autonémicas, viscerales
y limbicas, como las fuertes y reciprocas conexiones con los nucleos amigdalinos, sugiere
que esta corteza desempefia un importante papel en la integracion de funciones
autondémicas y emocionales que subyacen a la expresion de conductas complejas. La
amigdala, una region que presenta abundantes y reciprocas conexiones con la corteza
insular, se la ha sefialado ampliamente como una estructura clave en el procesamiento de
estimulos emocionales y en la formacion de memoria emocional, particularmente en las
memorias asociadas a miedo. De acuerdo a estos antecedentes nosotros proponemos que la
desconexidn entre el sistema interoceptivo y la amigdala alteran el aprendizaje del miedo
condicionado. Primero, por medio de la inyeccion de trazadores anterégrado (BDA) y uno
retrégrado (CTB), definimos cuatro subregiones de la corteza insular granular describiendo
ademas el flujo de informacién interoceptiva hacia la RAIC. Segundo, estudiamos en
detalle las conexiones de la region mas rostral de la corteza insular (RAIC). Observamos
que la RAIC presenta amplias y diversas conexiones con la amigdala y la corteza preforntal
medial, lo cual reafirma su rol como corteza de alto orden y sugiere un papel importante en
memorias emocionales y posiblemente un rol diferencial de las dos subregiones de la
RAIC. Tercero, a través de procedimientos conductuales nosotros evaluamos la importancia
de la conexidn entre el sistema interoceptivo y la amigdala. La desconexidn permanente por
medio de lesiones cruzadas con acido iboténic entre la corteza insular y la amigdala, altera

el aprendizaje del condicionamiento a miedo. La desconexion transiente de las mismas
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estructuras  mediante nactivaciones cruzadas realizadas con muscimol inmediatamente
después del condicionamiento, altera la consolidacion del aprendizaje asociativo del miedo.
Ademas, por medio de un protocolo que se asemeja al desorden de estrés posttraumatico,
determinamos que la inactivacion prolongada de region interoceptiva primaria de la corteza
insular con Neosaxitoxina acelera la extincion del miedo condicionado. Estos resultados
demuestran la participacion de la regidon interoceptiva de la corteza insular en el
procesamiento de memorias emocionales y que el vinculo con la amigdala es fundamental

en la adquisicion y consolidacion de las memorias de miedo condicionado.

ABSTRACT

The interoceptive insular cortex region is responsible for continuously monitor
internal physiological conditions, so it would be a key region for the elaboration of
behavioral responses consistent to the internal needs of the organism. Furthermore, the
extensive network of connections with autonomic, visceral and limbic structures, such as
the strong and reciprocal connections with amygdaloid cores. Also, the extensive network
of connections with autonomic, visceral and limbic structures, such as the strong and
reciprocal connections with amygdaloid nuclei, suggests that this cortex plays a significant
role in the integration of autonomic and emotional functions that underlie the expression of
complex behaviors. The amygdala, a region with abundant and reciprocal connections with
the insular cortex has been widely identified as a key structure in the processing of
emotional stimuli and emotional memory formation, particularly in the acquisition and
storage of memories associated with fear. According to these antecedents, we propose that

the disconnection between interoceptive system and the amygdala disrupt the learning and
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expression of conditioned fear. First, by injecting the anterograde (BDA) and the retrograde
tracer (CTB), we defined four subregions of the granular insular cortex, which allowed us
to know the flow of interoceptive information to the RAIC. Second, we described the
connection of the most anterior area of insular cortex (RAIC).We note that the RAIC has
extensive and diverse connections to the amygdala and medial prefrontal cortex, thus
reaffirming its role as high order cortex and also suggests an important role in emotional
memories and possibly a differential role of the two subregions of the RAIC. Third, by
behavioral procedures we evaluate the relevance of the connection between the
interoceptive system and amygdala. Permanent disconnection by cross-lession between
insular cortex and amygdala, made with ibotenic acid, disturbs the learning of fear
conditioning. Transient disconnection by cross-inactivation induced with muscimol
immediately after conditionings prevent the consolidation of associative fear learning. In
addition using a protocol protocol that resembles a posttraumatic stress disorder (PTSD),
we described that extended inactivation of primary interoceptive insular cortex region with
neosaxitoxin accelerates extinction of conditioned fear. These results demonstrate the
participation of the interoceptive region of the insular cortex in the processing of emotional
memories and that the link with the amygdala is critical in the acquisition and consolidation

of conditioned fear memories.

. INTRODUCCION
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I.I Emociones: El miedo

Las conductas defensivas son un conjunto de respuestas expresadas en presencia de
un peligro real o aparente, desplegadas como consecuencia de la actividad fisioldgica y de
circuitos neuronales que constituyen el substrato neural del miedo. De acuerdo al principio
de evolucidn, las condiciones bajo las cuales las conductas ocurren tienen una importancia
relevante, de tal manera que determinados comportamientos son adaptativos si ellos se
producen en la situacion propicia para su éxito (Whishaw I. and Kolb B.2004). En la rata,
las conductas defensivas ocurren constantemente en un ambiente natural, las cuales pueden
tener consecuencias positivas 0 pueden ser catastréficas, generando un aprendizaje
asociativo que permite reaccionar de manera adecuada frente a un estimulo
emocionalmente relevante cuando se presente nuevamente. Este aprendizaje de eventos
aversivos es conservado a través de todas las especies, lo cual es crucial para su

sobrevivencia.

Se ha descrito que este aprendizaje asociativo del miedo ocurre cuando se genera un
vinculo entre el estimulo que potencialmente sefializara el peligro y la respuesta a este
estimulo que genera diversas conductas defensivas en las ratas. Diversos sistemas
sensoriales que participan en la deteccién de estimulos como lo es un sonido u olor del
depredador proveen informacién de la ubicacion exacta y/o de la identidad de la amenaza
potencial o presente, y son relevantes en la deteccién del peligro real o potencial. Frente a
este estimulo los animales son capaces de evaluar el riesgo y asi desplegar conductas que
minimizan las opciones de ser detectado; entre las mas estudiadas esta la respuesta

conocida como freezing. EIl freezing es una conducta defensiva de los roedores y otros
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animales que se caracteriza por una evidente inmovilidad total en respuesta a un estimulo
amenazante. Este despliegue conductual ha sido estudiado en animales de laboratorio,
como respuesta condicionada a una clave pareada con un estimulo aversivo (Whishaw 1.
and Kolb B., 2004) y ha permitido describir diversas regiones cerebrales encargadas de
este despliegue conductual y, més importante ain, ha sido la base para comprender el

sustrato neural del miedo.

Cuando se discute sobre las bases neurales del aprendizaje asociativo del miedo, las
principales estructuras estudiadas han sido (y son) el complejo amigdaloide, la corteza
orbitofrontal, el hipocampo y regiones del cerebro basal como el hipotdlamo y la sustancia
gris periacueductal (PAG). De acuerdo a la teoria de emociones de Williams James (James
1884), la experiencia emocional del miedo se desencadenaria al sensar aquellos cambios
fisiolégicos y conductuales que ocurren luego que un estimulo emocional es presentado y
por tanto es crucial entender ese proceso. Este conjunto de estructuras que sensan los
cambios fisioldgicos (autondémicos y somaticos) y que permiten la percepcion de los

cambios autonémicos es conocido como el sistema interoceptivo.

I.11 El Sistema Interoceptivo

El sistema sensorial interoceptivo, en el cual participan regiones viscerosensoriales
ubicadas en el troncoencéfalo, talamo y corteza cerebral, es el encargado de registrar y
procesar las sefiales corporales, y en particular la corteza insular, de llevar a cabo la toma
de conciencia de un estado emocional (Craig 2002; Contreras 2008). Las sefales
provenientes de la activacion de los diversos interoceptores ubicados en la piel, musculos,
tendones cuyo soma neuronal se encuentra en el ganglio sensitivo de la raiz dorsal, y

receptores en las visceras cuyo soma neuronal esta en los ganglios simpéticos y

16



parasimpaticos, son transportadas por fibras sensoriales de pequefio didmetro (Ad y C) las
cuales hacen sinapsis con neuronas de la 1dmina I de la médula espinal (lamina | de Rexed)
o0 del nucleo del tracto solitario (NTS). EI NTS tiene una organizacion viscerotopica y
recibe informacion aferente gustatoria, orofaringea, gastrica, intestinal, cardiovascular y
respiratoria. Asi mismo recibe informacion nociceptiva del asta dorsal y del nicleo
trigeminal caudal y algunas de las neuronas del NTS responden a estimulos nociceptivos y
viscerales. La mayoria de las neuronas del NTS envian sus aferencias hacia el tdlamo y
diferentes subnucleos del nucleo Parabraquial (PBN), el cual también recibe informacién
nociceptiva y visceral proveniente de la lamina I. EI PBN proyecta al ndcleo central de la

amigdala, talamo, hipotdlamo, PAG y médula.

El nacleo talamico que recibe la informacion interoceptiva desde el el NTS y PBN
es conocido como ndcleo talamico ventroposterolateral parvocelular o VPLpc. Este nicleo
talamico que recibe informacion visceral proveniente del PBN esta adyacente a la region
que recibe informacién nociceptiva y termoreceptiva del tracto espinotalamico y la via
trigémino taldmica, y proyecta a diferentes regiones de la corteza insular. La informacion
interoceptiva transportada por el subsistema de la ldmina | también asciende directamente
hasta el tdlamo interoceptivo, el nicleo ventroposterolateral parvocelular (VPLpc) y envia
colaterales al NTS. El VPLpc envia sus inputs de manera directa a un area acotada de la

corteza insular, la corteza insular visceral o interoceptiva primaria.

La corteza insular, que ha sido definida en términos anatomicos como una regién
cortical situada alrededor de la fisura rhinal, y en términos de conectividad por su relacion
con los nucleos Ventroposterolateral (VPL) y Dorsal Medial del talamo (MD) (Saper C. B.

1982; Cecheto 1990; Yasui 1991; Shi 1998), responde a diferentes estimulaciones
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viscerales, y estas respuestas, al parecer, estdn organizadas en un mapa viscerotopico
(Cecheto 1990; Yasui 1991). De acuerdo a criterios citoarquitectonicos, se ha dividido
dorso-ventralmente en tres regiones. Una region ventral agranular , una region intermedia
disgranular y una region dorsal granular, que limita con las cortezas somatosensorial
primaria y secundaria (Cecheto 1990; Saper C. B. 1995). Se conoce que la region
interoceptiva primaria, visceral o granular primaria, envia aferencias hacia regiones
frontales de la corteza insular (insula agranular anterior), ubicada en la region prefrontal
lateral, la que sefializa a regiones del cerebro ejecutivo como la corteza oOrbitofrontal y la
corteza cingulada anterior y por tanto podria ser la region jerarquicamente mas elevada del
sistema interoceptivo. Sin embargo, el ensamble en el flujo de la informacion interoceptiva
a nivel taldmico y cortical que se ha propuesto es basico y poco claro. Los limites y la sub-
organizacion de la corteza insular de la rata que se han descrito en trabajos previos (Krettek
1977; Guldin 1983; Cechetto 1987; Allen 1991; Ray 1992; Shi 1998), dan ideas
elementales de una posible organizacion jerarquica del sistema sensorial interoceptivo, el
cual se organizaria de manera semejante a los sistemas exteroceptivos, como lo han
propuesto algunos autores para el sistema visual y que revisaremos a continuacion (Guillery

RW, 2002).

Organizacion general de los sistemas sensoriales

Esencialmente todas las areas corticales sensoriales reciben inputs provenientes de
los receptores periféricos por medio del ndcleo talamico correspondiente a la modalidad
sensorial y envian sus outpus hacia diferentes centros motores para la ejecucion de una

respuesta. Se ha planteado que este flujo de informacién en los sistemas sensoriales tiene
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una organizacion jerarquica, que da cuenta del procesamiento en serie de la informacién

correspondiente.

Para el sistema visual existe abundante evidencia anatdmica y electrofisiologica que
da cuenta del orden jerarquico. La informacion proviente desde la retina realiza su primera
sinapsis en el nucleo talamico geniculado lateral dorsal (LGN), desde aqui las neuronas
envian sus axones hacia la region cortical conocida como visual primaria (V1) (o de primer
orden) esencialmente en la capa iv de la corteza. Esta area cortical de primer orden se
comunica con otra(s) region(es) cortical(es), denominadas de segundo orden, V2 en el
sistema visual, por medio de una via que es directa cértico-cortical y otra via indirecta
cortico-talamo-cortical (transtaldmica), a menudo organizada en forma paralela. Se conoce
que las aferencias de una corteza que proyectan hacia otra region cortical provienen
principalmente desde las capas superficiales ii y iii, y desde las capas profundas,
principalmente capa vi y terminan ya sea en la capa iv, aferencia conocida como de primer
orden (FO) o en las capas i, ii, iii, v y vi (ausencia de proyecciones en la capa iv), aferencia
que se conoce como de alto orden (HO). La aferencia transtaldmica en el sistema visual,
ocurre inicialmente a través del ndcleo talamico pulvinar, el cual no recibe informacion del
mundo externo directamente, sino que desde V1, estas aferencias salen desde la capa v y
son excitatorias y el ndcleo pulvinar envia sus proyecciones hacia la corteza visual de
segundo orden. Todos los nucleos taldmicos ademas reciben informacion de vuelta
(Feedback) desde la capa vi de la corteza (para una revision mas detallada ver Sherman

2005; o Guillery y col 2002)

Cuando una neurona actla sobre otra, su efecto post-sinaptico puede variar

enormemente. En los sistemas sensoriales se pueden distinguir inputs que son “drivers”
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(clase 1) de los que son “moduladores” (clase 2). El driver puede ser identificado como el
transmisor de las propiedades del campo receptivo, y el modulador como el que altera la
efectividad de esta transmision (cambian el patron de actividad). En muchos relevos
sensoriales los inputs drivers, son reconocidos porque transportan su mensaje desde la
periferia, mientras que la informacion cortical que va hacia el tdlamo puede ser driver o
moduladora. Existe una clara evidencia morfolégica que ha permitido la distincion de
ambos tipos de aferencias. Los inputs drivers son de mayor tamafio, parecidos a las fibras
musgosas del cerebelo, mientras que los inputs moduladores son de pequefio tamafio y con

diferentes caracteristicas neuroanatomicas de sus terminales (Guillery y Col 2002)

En el sistema visual los axones que van desde la retina al LGN serian drivers,
mientras que las aferencias corticales desde la capa vi hacia los ndcleos talamicos son
moduladoras. Para los ndcleos de primer orden (FO) como el LGN esta es su unica
inervacion cortical. Otros grupos de nucleos talamicos, los denominados de alto orden (HO)
reciben aferencias desde la capa v, lo cual es un driver input ya que el-patrén su efecto
post-sinaptico es parecido al de los drivers que provienen desde la periferia, y axones que
van desde la capa vi de la corteza con inputs que son moduladores. Junto con esto los
inputs clase 1 (FO) envian sus ramas colaterales hacia regiones motoras del tronco encéfalo

y centros motores espinales.

Ademas de este flujo de informacion, en todos los sistemas sensoriales se cumple
que el flujo de informacion sensorial entre el tAlamo y la corteza es regulado por una region
particular para cada modalidad sensorial del nucleo reticular del tdlamo, a través de las
conexiones inhibitorias que éste tiene con el talamo, por lo que se le ha considerado una

estructura clave en procesos atencionales (Guillery et al., 1998).
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Figura 1. Representacién esquematica sencilla del flujo de informaciéon que ocurre en los
sistemas sensoriales (Sherman SM y Guillery RW 2011). La organizacion jerarquica propuesta

para el sistema visual se sugiere que se extenderia a otros sistemas sensoriales.

Maés alla del sistema que estemos ejemplificando, se ha descrito que esta compleja
organizacion esta presente en los sistemas auditivos y somatosensorial, y se sugiere que

podria estar presente en todos los sistemas sensoriales, incluyendo el sistema interoceptivo.
1111 Organizacion cortical y talamica del sistema interoceptivo

La corteza insular (IC) tiene una extension que va desde los 4 mm anterior a bregma
hasta aproximadamente 4 mm detrds de bregma. La zona posterior de la corteza insular
donde se encuentra la region interoceptiva primaria, que comprende la region granular
desde bregma hasta 1,8 detras de bregma®, es aquella zona que recibe aferencias desde el

VPLpc, y por tanto se ha denominado como corteza visceral. La zona insular disgranular,

! De acuerdo a la nomenclatura existente bregma es el punto 0 antero-posterior, por lo cual de aqui en
adelante lo que este delante de bregma sera denominado con el simbolo + mientras que lo que se encuentre
detras de esta punto serd denominado con el signo -.
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que recibe aferencias principalmente del talamo gustatorio (VPMpc) se ha denominado
corteza gustatoria, mientras que la regién agranular de la corteza insular, la region
jerdrquicamente mas elevada, se ha descrito como un area de asociacion multimodal, y su
ndcleo taldmico principal es el dorsal medial. Los criterios para determinar estas
extensiones y las diferentes subdivisiones de la corteza insular son citoarquitectonicos y de
conectividad con otras areas del cerebro, tanto corticales como subcorticales (Saper C.B.
1995). Estos trabajos han mostrado de manera parcial que la zona interoceptiva de la insula
se relaciona principalmente con la corteza insular granular, cortezas somatosensoriales y

con los ndcleos ventroposteromedial, ventroposterolateral y posterior del tdlamo.

Por otra parte, trabajos han descrito que la regién anterior de la corteza insular, la
corteza insular agranular rostral (RAIC), contiene representaciones interoceptivas que
proveen una base para los sentimientos subjetivos desde el cuerpo y podria participar de la
conciencia emocional (emocional awareness), y seria el lugar donde reside una integracion
de la informacion interoceptiva (Contreras y col 2008; Craig, A. D. 2009). Evidencias
neuroanatomicas y electrofisioldgicas han propuesto que la corteza insular agranular seria
una corteza multimodal, ya que recibe y procesa informacion de varias modalidades
sensoriales incluyendo visceral y gustatoria; ademas de recibir aferencias de estructuras que
forman parte del sistema Iimbico® como la corteza infralimbica, la amigdala y el ndcleo
mediodorsal del tdlamo (Saper C. B. 1982; Cecheto 1990; Allen 1991). Se ha propuesto que
esta region de la corteza insular es una zona de integracién de respuestas autonémicas y

limbicas (Saper C. B. 1982; Cechetto 1987; Cecheto 1990; Allen 1991; Saper C. B. 1995).

2 Sistema Limbico: Conjunto de estructuras corticales y subcorticales que son importantes para el
procesamiento de informacion emaocional y en procesos de memoria. Dentro de sus principales componentes
podemos mencionar el Hipocampo y la Amigdala (Nestler E. J., 2001).
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Aun cuando existe un amplio conocimiento en términos anatomicos de la corteza
insular, poco se ha detallado sobre las relaciones intra-cortical dentro de la misma insula
granular y con otras areas insulares, y por tanto se desconoce aun si existe una jerarquia en
esta zona de la insula, tal como lo existe para las cortezas visuales (Coogan y Col. 1990), lo
cual es fundamental para entender como la insula procesa las sefiales autonémicas, las
cuales participan en desencadenar distintos y variados estados emocionales. Asi también, se
ha descrito por medio de estudios citoarquitectonicos (Paxinos y Watson 2007) que la
region granular de la insula se extiende mas alld de los dos milimetros, aunque se
desconoce si esta zona es una proyeccion mas rostral de la corteza posterior o es un area
cortical completamente diferente. Entonces, de acuerdo a la organizacion que conocemos
hoy del sistema interoceptivo, la corteza insular es la region jerarquicamente maés alta,
responsable de monitorear continuamente las condiciones fisioldgicas internas, y seria un
area clave para la elaboracion de respuestas conductuales consistentes con las necesidades
internas del organismo. Por lo que conocer, describir y comprender su compleja
organizacion interna es necesario para analizar su participacion en la respuesta emocional

del miedo.

Ademas la amplia red de conexiones con estructuras autonémicas, viscerales y
limbicas, sugiere que esta corteza desempefia un importante papel en la integracion de
funciones autonémicas y emocionales que subyacen a la expresién de conductas complejas,
como el estado emocional del miedo. Entre las estructuras relevantes que han sido
estudiadas con mayor énfasis en las conductas de miedo estan los nicleos amigdalinos, con

los cuales el sistema interoceptivo tiene conexiones importantes.
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1.1V El sistema interoceptivo y los nacleos amigdalinos

'‘Amigdala’ y ‘complejo amigdalar' son términos que ahora se refieren a una region
altamente diferenciada cerca del polo temporal del hemisferio cerebral de los mamiferos y
consiste en una variedad de nucleos diferentes, entre los que se destacan el grupo basal y
lateral, referidos como nucleo basolateral de la amigdala (BLA), y el nucleo central (CeA)
(Krettek 1978). Estudios de conexiones en primates (Van Hoesen 1981) establecen que la
amigdala recibe proyecciones desde las regiones corticales de la corteza temporal, ademas
de aferencias provenientes de cortezas de procesamiento sensorial de alto orden, donde
particularmente se destacan las aferencias visuales y auditivas (Krettek 1978; Price 1981;
Mesulam 1982; Petrovich 1997; Stefanacci 2000; Stefanacci 2002; Sheila 2005 ). Otras
aferencias son las provenientes de nucleos talamicos, hipocampo, hipotalamo y regiones del

tronco cerebral como el ndcleo del tracto solitario (NTS).

La aferencias descritas anteriormente reflejan un patrén de conexiones que es
importante para responder a reforzadores primarios y secundarios, lo cual nos ayuda a
entender como la amigdala junto con otras regiones o sistemas cerebrales participan en el
procesamiento de emociones (Rolls 1999). Trabajos previos han mostrado diferencias en
las proyecciones hacia la amigdala desde la region interoceptiva de mas alto orden, es decir,
desde la corteza insular agranular rostral (McDonald y Col 1996; Reep 1982; Mesulam
1982; Reep 1994; Shi 1998; Stefanacci 2000; Stefanacci 2002; Jasmin L 2004 ; Sheila
2005) la cual conecta principalmente con regiones basolaterales y mediales de la amigdala.
Se desconoce si estas proyecciones desde la corteza insular pudiesen participar como
reforzadores o moduladores de la actividad de la amigdala, como lo hacen las regiones de la

corteza prefrontal medial, para las cuales se han descrito diversas funciones relacionadas
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con el condicionamiento clasico (Quirk GJ y Col 1997; Quirk GJ y Col 2000; Santini E. y

Col 2004; Quirk GJ y Col 2008; Sierra-Mercado D. y Col 2011)

Uno de los roles mejor estudiados para la amigdala es precisamente el
condicionamiento pavloviano a miedo, en donde un estimulo condicionado neutral (como
un sonido) es pareado con un estimulo nocivo (como por ejemplo un shock eléctrico en las
patas, o footshock); luego frente a la reexposicion al estimulo condicionado, el organismo
exhibe respuestas estereotipadas naturalmente asociadas al estimulo incondicionado; en
general para el shock en las patas ocurre freezing. Clasicamente se ha propuesto que
durante el condicionamiento a miedo la transmision de informacion sobre el estimulo
condicionado (CS) y el estimulo no condicionado (US), convergen en la amigdala (LeDoux
2000). Las vias del estimulo condicionado han sido estudiadas en una serie de trabajos por
medio de lesiones y registros electrofisiologicos, principalmente entradas sensoriales
auditivas provenientes tanto del tdlamo como de la corteza auditiva (LeDoux 1991,
Campeau 1995; Shi 1999; LeDoux 2000). Estos estudios han establecido un rol diferencial
de estos inputs en las distintas etapas del condicionamiento, y ademas han establecido que
la region lateral (LA) de la amigdala es donde ocurriria la convergencia de los estimulos
(LeDoux 2000). Sin embargo las vias del estimulo no condicionado, en este caso el
footshock, atn son controversiales (Lanuza 2008), y se han vinculado al tdlamo y cortezas
somatosensoriales, asi como a la region mas caudal de la corteza insular, por sus
conexiones con el sistema somatosensorial (Shi and Davis 1999). Pero han dejado de lado
los cambios a nivel autondmicos que ocurren durante la asociacién del estimulo
condicionado, omitiendo el rol clave que tiene el sistema interoceptivo durante el

aprendizaje y expresion de la respuesta a miedo.
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Estudios de lesiones electroliticas blaterales (LaBar K y Col 1996; Nader K. y Col
2001) o lesiones unilaterales electroliticas mezcladas con lesiones contralaterales
neurotoxicas (Goosens K.A. y Col 2001) en diferentes subnucleos de la amigdala han
mostrado que la region lateral de la amigdala (LA) es fundamental en la adquisicion del
miedo condicionado inducido por clave y miedo contextual, previenen la expresion del
miedo, y que es necesaria la participacion de al menos una amigdala para que la adquisicion
sea exitosa. Por otro lado, diversos estudios han puesto evidencia el rol esencial del nucleo
central de la amigdala en la expresion del miedo condicionado y su correlato con respuestas
autonémicas y conductuales de miedo (e. gr.: Quirk 2003). Otros hallazgos donde se ha
descrito un rol de la amigdala en memorias, son estudios donde se infundi6 acido 2-Amino-
5-fosfonovalerianico (APV), el cual previene la potenciacion a largo plazo (LTP), y que
mostraron que si se infunde previo al condicionamiento bloquea el aprendizaje, aunque si
es infundido previo al test no previene la expresion de miedo, concluyendo que receptores
de &cido N-metil-D-aspéartico (NMDA) estarian involucrados en la plasticidad que subyace
al aprendizaje y no en la transmision de sefiales a través de la amigdala. La amigdala
basolateral se ha descrito como la principal area para la adquisicion y consolidacion de las
memorias asociadas a miedo (LeDoux 1991; LeDoux 1993; Petrovich 1997; Ehrlich .
Humeau Y. 2009; Maren 2004). Estudios sobre consolidacion de memoria han descrito un
periodo de tiempo luego del aprendizaje donde las memorias son establecidas (Alvarez P. y
Col 1994; Dudai 1996; Davis y Squire, 1984). Estos trabajos han determinado que la
intervencion o manipulacion mediante diversos farmacos que alteran la sintesis de
proteinas en el periodo de consolidacion de memorias ha perturbado el proceso de
aprendizaje a miedo en ratas cuando es evaluado en una evocacion posterior (Schaffe y Col

2000). De acuerdo a los trabajos en memorias de miedo, se ha descrito que en la amigdala
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existe una ventana de tiempo donde un aprendizaje puede ser alterado, lo cual es relevante
si se piensa por ejemplo en que el aprendizaje a miedo puede llegar a ser perjudicial si se
cae en un miedo y ansiedad excesivos. De manera semejante se ha intervenido en el
proceso de recuperacion de memorias consolidadas mediante manipulaciones
farmacoldgicas en la amigdala durante la ventana de reconsolidacion, donde se ha
eliminado el miedo condicionado (Nader y Col 2009; Monfils y Col 2009; Schiller y Col
2009), proceso celular que es completamente diferente al de consolidacion (Lee J y Col
2004) vy que hasta el momento ha demostrado ser dependiente de sintesis proteica en la
region basolateral de la amigdala y no dependiente de la actividad eléctrica en la misma

zona (Wilensky A.y col 1999).

Es ampliamente aceptado que es en la neocorteza y no el hipocampo donde las
memorias declarativas son almacenadas (Alvarez P. y Col 1994; Squire L 2004). La
evidencia actual indica que en la amigdala no se almacenan las memorias de largo plazo. Es
por ello que nosotros sugerimos que estas memorias asociativas podrian ser consolidadas y
posteriormente evocadas en la corteza insular. La corteza insular como una regién donde se
integra la informacion interoceptiva, podria participar de la formacion y recuperacion de
memorias interoceptivas que permita vincular las diversas claves con los estados corporales

inducidos por el miedo, ya sea de manera propia o en su vinculo con la amigdala.

1.V El sistema interoceptivo en el miedo condicionado

Estudios previos han tratado de evaluar el rol de la insula en memorias emocionales
y particularmente en el condicionamiento a miedo. Principalmente los grupos de Ledoux y
Davis (Rosen J. y Col 1992; Romanski L. y Col 1992; R; Campeau y Col 1995; Shi y Col

1999;), han realizado lesiones bilaterales electroliticas, excitotoxicas y de aspiracion en la
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region parietal de la insula (desde -1.8 a -4 mm con respecto a bregma). Estos trabajos, no
han logrado definir cobmo la insula puede estar vinculada con la expresion de miedo
(Brunzell DH, Kim JJ.2001). De manera general ninguno de estos trabajos (Rosen J. y Col
1992; Romanski L. y Col 1992 ) ha encontrado efectos en el aprendizaje, aunque han
logrado establecer que se perjudica el incremento del reflejo de sobresalto por un estimulo
visual o auditivo asociado a miedo (fear potentiated startle) pero s6lo con lesiones
electroliticas post-entrenamiento, lo cual permite sospechar de la validez que tendrian este
tipo de lesiones, principalmente al involucrar fibras de paso que podrian influir en otras
areas. Esto se estudio con lesiones excitotoxicas en la misma region las que revelaron
ausencia de efecto de la lesién de esta region insular caudal en el miedo condicionado

(Romanski 1992; Rosen 1992; Campeau 1995; Shi 1999; Romanski 1992).

Otros estudios han involucrado a la insula en la respuesta inicial a estimulos
emotivos. La region agranular anterior de la corteza insular, posee conexiones reciprocas
con la amigdala (Mesulam 1982; Shi 1998; Stefanacci 2000; Stefanacci 2002; Jasmin L
2004 ; Sheila 2005 ) y forma parte de una red de estructuras que parecen participar en la
percepcion y organizacion de las respuestas autondmicas a estimulos aversivos o
amenazantes (Ongur 2000). Los estudios se han enfocado principalmente en
condicionamiento aversivo a sabores. Los trabajos realizados por Federico Bermudez-
Rattoni y col, (Bermudez-Rattoni 1991; Bermudez-Rattoni 1997; Bermudez-Rattoni 2004)
han tratado de relacionar areas de la corteza insular con patrones conductuales como
inhibicién de la evitacion (inhibitory avoidance task). De acuerdo a este grupo, existe un
loop entre insula y amigdala que es responsable del almacenamiento de memorias

aversivas. Trabajos que muestran lesiones bilaterales en la corteza insular (lesiones en la
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zona disgranular), lesiones excitotoxicas usando N-metil-D-aspartato (NMDA), han
descrito efecto de la lesion en la adquisicién de aversion a sabor (CTA, conditioned taste
aversion) y aprendizaje espacial (Morris water maze). Ellos describieron efectos para la
region central de la insula en aversion a sabor y para la region posterior en aprendizaje
espacial. Interesantemente, se ha reportado que la administracion de acido 2-amino-5-
fosfonopentanoico (AP5) -un antagonista de los receptores de glutamato de tipo NMDA-
directamente en la corteza insular impide la adquisicion y retencion, pero no la expresion
del condicionamiento aversivo a sabores (Nerad 1996; Gutiérrez 1999). Dado el conocido
rol de los receptores de NMDA en plasticidad sinaptica y memoria, este Gltimo resultado
provee evidencias directas de que la corteza insular participa activamente en la formacion

de memorias.

Si bien es conocido que la amigdala presenta gran cantidad de inputs provenientes
de regiones prefrontales, como corteza prefrontal medial (prelimbica e infralimbica)
(Hoover 2007), con regiones de la corteza drbitofrontal y con la RAIC (Ghashghaeia 2002;
Sheila 2005 ), aun se desconocen cémo interactlan las regiones frontales y la amigdala en
emociones. Trabajos realizados por Gregory Quirk han asociado un control inhibitorio de la
corteza prefrontal medial sobre la amigdala, y ademas han asociado la funcion de la corteza
Infralimbica (IL), una subregion de la corteza prefrontal medial, en extincion a miedo
condicionado (Quirk 2000; Milad 2002; Myers 2007; Burgos-Robles 2007; Quirk 2008). El
rol de la corteza infralimbica en consolidacion de la extincion fue sugerida por
experimentos en animales que han sido lesionados en la IL, ya que estos animales podian
adquirir la extincion dentro de una sesion, pero tenian dificultad en recuperar (retrieving) la

extincién al dia siguiente, es decir, presentaban miedo (Quirk 2000; Lebrén 2004). Estudios
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realizando infusiones de diferentes farmacos en la corteza prefrontal medial han
encontrado resultados similares (Myers 2007; Burgos-Robles 2007 ; Quirk 2008). Por otra
parte se cree que la corteza prelimbica podria participar de manera opuesta en la extincion
del miedo condicionado, promoviendo la respuesta de freezing (Quirk 2008). EIl rol que
tendrian otras regiones prefrontales en la respuesta emocional y en modular la actividad de
la amigdala aun es incierto, a pesar que existen algunos avances como por ejemplo aquel
sobre la corteza cingulada (Bissiére 2008). Sin embargo aun se desconoce como el sistema

interoceptivo interactda con la amigdala en respuestas emocionales como el miedo.

El objetivo de la tesis esta orientado a estudiar el rol de la de la corteza insular en
vincular informacion interoceptiva con claves externas en la amigdala. Para ello, en la
primera parte de esta tesis hemos descrito en detalle como son las conexiones de la corteza
insular interoceptiva, lo cual nos ha dado los conocimientos para entender como la RAIC
integra la informacion interoceptiva. Junto con ello, en nuestro segundo objetivo, hemos
descrito las conexiones de la RAIC con la amigdala lo cual nos ha permitido entender la
forma en que estos dos sistemas interactdan. Nuestro tercer proposito fue evaluar mediante
estudios conductuales, utilizando el paradigma de condicionamiento a miedo, si el sistema

interoceptivo es preponderante en la expresion del miedo condicionado.
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I.VI Visién general

El sistema sensorial interoceptivo tiene una organizacién jerarquica que aun no ha
sido descrita completamente y donde la corteza insular agranular rostral (RAIC) seria la
region jerarquicamente mas elevada, que integraria la informacion sensorial interoceptiva
proveniente de la corteza insular primaria, participando de la percepcién consciente de los
estados emocionales. En este sentido se puede postular a la RAIC como un nodo clave en la
red que es el sustrato neural de las memorias emocionales, vinculando esta informacion
interoceptiva con la amigdala durante la expresion de emociones. Los estudios de trazadores
axonales han descrito conexiones bidireccionales entre estas dos regiones; ademas los
estudios en humanos han mostrado actividad en ambas zonas frente a estimulos emocionales
relevantes. Trabajos realizados en ratas sobre la percepcion de dolor han vinculado a estas
dos areas en la respuesta emocional del dolor. De esta manera proponemos que en la RAIC
y la amigdala participan de modo conjunto en el proceso de adquisicion y expresion de
memorias emocionales, vinculando un estimulo con el estado interno del animal, siendo
esta interaccion relevante en el despliegue de las conductas motivadas, evaluadas en forma

particular en la expresion del miedo mediante el freezing.

L.VII Formulacion del Proyecto

Proponemos que el sistema interoceptivo y la amigdala participan en conjunto en
los procesos de aprendizaje y consolidacion de memorias emocionales, 1o que permite la
asociacion entre estimulos exteroceptivos condicionados y una emocion. En particular nos
hemos preguntado ¢Qué ocurre si desconectamos estas dos estructuras en los procesos de

aprendizaje y expresion del miedo condicionado?

31



1. HIPOTESIS

La desconexidon del sistema interoceptivo y la amigdala perturba al aprendizaje y la

expresion del miedo condicionado.

Hipdtesis de trabajo

“La Corteza insular agranular rostral (RAIC) es determinante en vincular
informacion interoceptiva con claves externas (exteroceptivas) en la amigdala, en la

adquisicion de memorias emocionales”
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111.OBJETIVOS

1) Determinar si la region anterior de la corteza insular corresponde a un area de asociacion

multimodal del sistema interoceptivo.

1.1) Definir los limites de la corteza insular interoceptiva. Evaluar las conexiones
talamicas y cortico-corticales de la insula comparandolas con las de sistemas sensoriales

ampliamente descritos.

1.2) Definir la existencia de una corteza de alto orden jerarquico para la via

interoceptiva, de acuerdo a criterios establecidos para el sistema visual.

2) Determinar las diferencias en el patron de conexiones que tienen las subregiones de

la corteza insular agranular.

2.1) Determinar las eferencias de las dos subdivisiones de la corteza insular

agranular rostral.

2.2) Determinar las aferencias de las dos subdivisiones de la corteza insular

agranular rostral, principalmente desde regiones prefrontales y la amigdala

3) Determinar si la corteza insular participa en el proceso de adquisicién y expresion

de memorias emocionales.

3.1) Determinar si la inactivacion prolongada de la region interoceptiva primaria altera el

aprendizaje y expresion del miedo condicionado.

3.2) Determinar el efecto de la inactivacion parcial de la RAIC, region interoceptiva de alto

orden, altera las memorias vinculadas al miedo condicionado.
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3.3) Determinar si la desconexion irreversible del sistema interoceptivo con la amigdala

afecta el aprendizaje y la expresion del miedo condicionado.

3.4) Determinar si la desconexion parcial del sistema interoceptivo con la amigdala,
durante el proceso de consolidacion de memorias, afecta la adquisicion del miedo

condicionado.
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IV.MATERIALES Y METODOS
V.1 General
Se utilizaron 130 ratas Sprague-Dawley macho adultas (270-300 g), las que fueron
mantenidas en jaulas individuales bajo temperatura controlada (21-22 °C) y con un ciclo de
luz-oscuridad 12/12 horas con agua y comida ad libitum. Los estudios fueron llevados a
cabo de acuerdo a la guia del NIH para el cuidado y uso de los animales de laboratorio

(Publicacion NIH No. 80-23, revisada 1996).

V.11 Inyeccion de trazadores en la corteza insular granular

Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina (100mg/kg) /Xilazina 2%
(20mg/kg) i.p., y luego puestas en un aparato estereotaxico. Inyecciones suplementarias de
anestesia (30% de la dosis inicial) fueron administradas durante la cirugia cuando fue
necesario. Bajo condiciones asépticas, los animales recibieron inyecciones a presion con
una micropipeta de vidrio. El volumen de inyeccion fue de acuerdo al tipo de trazador
utilizado y a la region de inyeccion de acuerdo a trabajos realizados previamente en nuestro
laboratorio (Stehberg J y Col 2001; Contreras y Col 2007). Para la inyeccion de trazador
anterogrado en diferentes regiones de la corteza insular granular se inyecté 15 nl de
Biotinilated Dextran Amine (BDA) al 1% en salino con micropipetas con punta de ca. 10
pum (0.25 mm de didametro interno) mediante pulsos de 20 psi de presion de aire con una
bomba de presion (PV 800, Neumatic-picopump, WPI Instruments). Luego de 5 minutos de
espera para facilitar la difusion del trazador se retiré la pipeta del cerebro y se procedi6 a la

sutura de la piel.
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De la misma manera que con el trazado anterégrado se procedié a inyectar el
trazador retrogrado Cholera Toxin B-subunit (CTB) 3 nl al 1% en salino en 12 ratas macho

Sprague Dawley.

IV.111 Inyeccion de trazador anterdgrado en el talamo

Las inyecciones en los nucleos talamicos siguieron los mismos protocolos utilizados
para las inyecciones de trazadores en la corteza insular granular. Catorce ratas macho
Sprague Dawley fueron inyectadas con BDA. En este caso solo se modificaron los
volimenes de inyeccion. Las inyecciones en los nucleos taldmicos Ventroposteromedial
parvocelular (VPMpc), Ventroposterolateral parvocelular (VPLpc) y Posterior del talamo
(Po) el volumen de inyeccion de BDA fue 3nl. Las coordenadas de inyeccion se
determinaron de acuerdo al atlas de Swanson (Swanson 1998) y se resumen en la tabla 1.
Al final de la cirugia las ratas recibieron una inyeccion de antibiotico (Enrofloxacin 5%; 19
mg/Kg i.p., Bayer, Santiago de Chile) y de anti-inflamatorio (Ketophen 0.2 mg/Kg i.p.,
Rhodia Merieux) lo cual ademas fue administrado durante los tres dias siguientes a la
cirugia. Los animales se mantuvieron en sus cajas durante siete dias para luego ser

sacrificados y evaluar
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Tabla 1 Coordenadas de Inyeccion trazadores Corteza insular granular y Talamo

Antero- Lateral (mm) | Profundidad Trazador Sitio de inyeccion
Posterior (mm)
(mm)
-4,2 3 5,8 BDA VPLpc
-3,9 1,2 6 BDA VPMpc
2,8 5 2,8 BDA ICgA
+0,95 54 5 BDA ,CTB ICgP
-0,51 5,4 53 BDA, CTB ICgPAr
-2,00 6 5 CTB ICgPAC
+2,8 3,6 4,2 BDA, RAICv
Fluorogold
+2,8 4,2 4.4 BDA, RAICd
Fluorogold

IV Inmunohistoquimica BDA

Para visualizar la inyeccion del trazador BDA y sus proyecciones se realiz6 un revelado

con el complejo ABC diluido 1:250 en PB por 2h a temperatura ambiente, seguido por la

incubacion en Niquel, DAB y HoO5 en PB por 8min .. Los sitios de inyeccion se definieron

de acuerdo a criterios citoarquitectonicos mediante el uso de la tincion de Nissl, y

evaluacion con microscopio de luz y el atlas de Swanson.
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IV.V Inmunohistoquimica CTB

Para visualizar CTB el protocolo fue usar un anticuerpo primario diluido 1:50.000

en suero de cabra, posteriormente un anticuerpo secundario “raised” en Burro, diluido

1:2000 por 1 h., y el kit ABC 1:500 por 1h (Vector Labs). Y luego incubacion en 0,05% de

niquel, 0,05% de 3,3PDiaminobenzidina (DAB) y 0,01% de solucion HoO2 en PB por 8 m

IVV.VVI Lesiones exitotoxicas cruzadas

Las ratas fueron anestesiadas i.p. con Ketamina (50 mg/Kg i.p.; Imalgene, Aventis
Pasteur SA, Santiago, Chile) y Xylazina (10 mg/Kg i.p.; Rompun, Bayer, Santiago, Chile).
Inyecciones suplementarias de anestesia (30% de la dosis inicial) fueron administradas
durante la cirugia cuando fue necesario. Al final de la cirugia las ratas recibieron una
inyeccidn de antibidtico (Floxagen 5 mg/kg, i.p., Chemie, Santiago, Chile) y analgésico

(Ketofen, 0.2 mg/Kg, i.p.).

Los animales anestesiados fueron colocados en un estereotaxico, se expuso el
craneo a través de una incision parasagital en la piel para localizar bregma. Para proceder a
la lesion se realizaron 2 perforaciones con un taladro en la regién prefrontal lateral (RAIC),
y 2 perforaciones para la amigdala. Se introdujo una pipeta de microinyeccion en las
coordenadas antes establecidas. Para la RAIC se inyectaron entre 45 a 65 nl totales en un
hemisferio, mientras que para la amigdala se inyectaron 30nl en el hemisferio opuesto. La
infusion de &cido ibotenico (15ug/uL, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) fue realizada
por pulsos de presion de nitrégeno utilizando un aparato Pneumatic PicoPump modelo
PV800 (World Precision Instruments, New Haven, CT). El acido iboténico es una droga

excitotoxica que actuando sobre los receptores glutamatérgicos tipo NMDA, en altas
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concentraciones produce muerte neuronal. El tejido dafiado es reemplazado por tejido
glial. El acido iboténico tiene la particularidad de dejar intactos los axones de paso.
Finalmente, la piel fue suturada con hilo quirdrgico y desinfectada con povidona yodada.
Una vez recuperadas de la anestesia, las ratas fueron llevadas a la pieza de mantenimiento y
dejadas en sus cajas hogar. Se les dio 10 dias de recuperacion antes de iniciar el protocolo

de condicionamiento a miedo.
IVV.VII Implantacién de canulas cronicas

Las ratas fueron anestesiadas i.p. con Ketamina (100 mg/Kg i.p.; Imalgene™,
Rhodia Merieux, Santiago de Chile) y Xylazina (20 mg/Kg i.p.; Rompun™, Bayer,
Santiago de Chile). Inyecciones suplementarias de anestesia (30% de la dosis inicial)
fueron administradas durante la cirugia cuando fue necesario. Al final de la cirugia y
durante los 3 dias posteriores al implante, las ratas recibian una inyeccion de antibiotico
(Enrofloxacin 5%; 19 mg/Kg i.p., Bayer, Santiago de Chile) y de anti-inflamatorio

(Ketophen 0.2 mg/Kg i.p., Rhodia Merieux).

Los animales anestesiados se colocaron en un estereotaxico, se expuso el craneo a
través de una incision parasagital en la piel y bregma fue localizado. Los ojos de la rata
fueron protegidos de la deshidratacion y dafio agregando unguento oftalmico. Dos céanulas
guias de 26 GA de acero inoxidable (Plastics One Inc, Roanote, VA) se implantaron
bilateralmente o de manera cruzada , de acuerdo a cada protocolo, usando una fresa y
dremel, siguiendo las coordenadas del atlas de Swanson (Swanson 1998) en la Corteza
Insular Granular posterior (Bregma -0.51 mm, 5.0 mm de la linea media, profundidad 4.5
mm desde la superficie del craneo y con un angulo de 10° de inclinacién), en la Corteza

Insular Agranular Rostral (Bregma +2.8 mm, 4.0 mm de la linea media, profundidad 4.5
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mm desde la superficie del craneo) en la Corteza Somatosensorial Primaria (Bregma -0.46
mm, 4.5 mm de la linea media y profundidad 1.5 mm desde la superficie del crdneo) y en
la amigdala basolateral (Bregma +2,45mm, 5mm de la linea media, profundidad 7mm
desde la superficie del craneo) en grupos de animales diferentes, siguiendo las coordenadas
estereotdxicas del atlas de Swanson (Swanson 1998) (Tabla 1). Las canulas se fijaron al
créneo a través de tres pernos de acero inoxidable atornillados al hueso (Figura 3), los que
fueron cubiertos con acrilico dental (Marche™, Santiago, Chile). Una vez realizado este
procedimiento, a las canulas guias se les coloco un obturador de acero inoxidable de 33 GA
(Plastics One Inc, Roanote, VA) que se proyectaba 1 mm desde la punta de la canula, con el
fin de evitar que se obstruyeran durante el desarrollo del protocolo experimental. Las
canulas y los pernos fueron esterilizados con una solucién de alcohol al 70% durante 24
horas para luego pasarlos por solucién salina estéril minutos antes de colocarlos en el
animal. Una vez recuperadas de la anestesia, las ratas fueron llevadas a la pieza de

mantenimiento y colocadas en sus cajas hogar, donde se les administraba comida y agua.
IV.VIII Inyeccion cortical

Para realizar la inyeccidn cortical se sacaban los obturadores y se insertaban las
canulas de inyeccion de 33 GA (Plastics One Inc, Roanote, VA), acopladas a una jeringa
Hamilton de 10 ul a través de un tubo de polietileno (1.27 mm de didmetro interno, Plastics
One Inc, Roanote, VA) cargado con el tratamiento respectivo, en las canulas guias. Se
inyectaba entre 0,5 o 1 pl del tratamiento correspondiente durante 1 minuto en cada lado,
lentamente se removia la cénula de inyeccion y se colocaban inmediatamente los

obturadores. La canula de inyeccion se proyectaba 2 mm desde la punta de la canula guia
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con lo cual accediamos a la corteza insular, la corteza somatosensorial primaria y/o la

amigdala basolateral provocando el menor dafio posible.

IV.1X Perfusion transcardial y cortes seriados del cerebro.

Luego de 7 dias de sobrevivencia, para aquellos animales con inyecciones de
trazadores, y al final de cada procedimiento conductual para el resto, las ratas se
anestesiaron con hidrato de cloral en salino al 7% (350mg/kg), y fueron perfundidas
transcardialemente con paraformaldheido La perfusion transcardial se realizaron con el
animal en anestesia profunda con hidrato de cloral al 7% (Merck, Darmstadt, Alemania)
diluido en suero salino en una dosis de 350mg/Kg. Se abriola cavidad torécica y se expuso
el corazon. Se realiz6 un drenaje sanguineo por la auricula izquierda mientras se introdujo
una aguja de 25G truncada en su punta en el ventriculo derecho permitiendo la perfusion de
500 ml de suero salino al 0.9% por 20 minutos y luego del fijador. EIl fijador,
paraformaldehido al 4% (Sigma, Alemania) preparado en tampon fosfato salino (PBS, pH
7,4), en un volumen de 500 ml por rata. Una vez finalizada la perfusion, el cerebro fue
cuidadosamente extraido del craneo y mantenido en el mismo fijador por 2 h, para luego ser

transferido a sacarosa 30% en PBS por 2 dias como criopreservante.

Una vez embebidos completamente en sacarosa, los cerebros se cortaron en su
plano coronal en un micrétomo de congelacion mantenidos en hielo seco a -27°C. Los
cortes fueron de 50 um de espesor. Se obtuvieron 3 series de cada cerebro, las que
permanecieron en PBS con azida de sodio hasta la inmunohistoquimica o la tincion de

Nissl.

41



1VV.X Procedimientos Conductuales

Disefios experimentales para determinar la contribucién del sistema interoceptivo

en el condicionamiento a miedo

Con el propdsito de determinar si la corteza insular interoceptiva primaria
participa en el aprendizaje y/o la expresién de miedo condicionado, inhibimos
bilateralmente la region parietal rostral de la corteza insular, por un periodo
prolongado de tiempo, y evaluamos el despliegue de la conducta de miedo frente

a la clave condicionada (tono).

Con el propésito de determinar la participacion en conjunto del sistema
interoceptivo y la amigdala en el aprendizaje asociativo y la expresion del miedo
condicionado, realizamos lesiones cruzadas excitotoxicas (Cross-Lesion
Disconnection Experiment). Estas lesiones se localizan en la RAIC y en la

amigdala en hemisferios contrarios.

Con el proposito de evaluar si la interaccion entre el sistema interoceptivo y la
amigdala es fundamental para establecer la consolidacion de una memoria
emocional, realizamos inactivaciones cruzadas transitorias (Cross-inactivation
Disconnection Experiment). Evaluamos la expresion del miedo aprendido bajo

un protocolo de extincién.

Con el propésito de evaluar si la interaccién de la corteza insular y la amigdala es
crucial en el inicio de un aprendizaje emocional y si influye en la expresién del

miedo a largo plazo, perturbamos la consolidacion del aprendizaje asociativo y
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evaluamos a expresion del miedo condicionado bajo un protocolo de larga

duracioén.

I. Disefio experimental para determinar si la corteza insular interoceptiva

primaria participa en la expresion del miedo condicionado.

Para determinar si la corteza insular granular participa en la expresion del miedo
condicionado, un grupo de ratas canuladas cronicamente en la corteza insular (n=13) o en la
corteza somatosensorial (n=6) fueron expuestas a las camaras condicionantes (Cémara
modular operante LE1005 HARVARD Apparatus) en estas camaras se procedié al

condicionamiento a miedo.

El protocolo de condicionamiento a miedo se realizO como se detalla a
continuacion: los animales son colocados en las camaras condicionantes (las cuales hemos
[lamado “contexto A”), después de 2-3 min. un tono (CS) de 20s (80dB, 5KHz) fue
presentado e inmediatamente luego del término del tono se realizd el foot-shock (1mA)
(US) que dura 0,5 ms. Se realizaron 5 asociaciones por dia durante 2 dias consecutivos.
Esto permiti6 que la totalidad de los animales condicionados tuviesen éxito en el

aprendizaje del miedo.

Al dia siguiente se realiz6 el test de extincion, el cual consiste en evaluar la
respuesta que presenta el animal frente al CS. Este test fue realizado en una habitacion
completamente distinta de donde se realizara el condicionamiento, en una caja de plastico
(Plexiglass 38x26x15 cm) a esta habitacion la hemos denominado ‘“contexto B”. Lo0S
animales fueron puestos en esta caja transparente por dos min. Periodo después del cual se

expusieron a un anico tono luego de dos minutos una vez finalizado el tono los animales
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son devueltos a sus home cages. De la misma manera y luego de 30 minutos concluido el
test en el contexto B se procedié a evaluar la expresion del miedo condicionado en el
Contexto A. En el test 1 solo se mide el aprendizaje en el contexto B. Todos los demés
tests, del 2-11, consistieron en la evaluacion del freezing en ambos contextos. Todos los test
conductuales fueron grabados con una videocamara (Panasonic SDR-H86) para determinar

con mejor precision el tiempo de freezing que presentan los animales.

Los animales canulados crénicamente en la corteza insular fueron divididos en 2
grupos diferentes. El primer grupo fue inyectado con neosaxitoxina (n=7) y el segundo
grupo con Salino 0,9% (n=6), un tercer grupo corresponde a los animales canulados en la
corteza somatosensorial (n=6) a los cuales se les inyecto neosaxitoxina. Todas las

inyecciones fueron de 1ul en un minuto por hemisferio.

Una vez finalizado el test 1 (24 hrs post condicionamiento) se procedid
inmediatamente a la inyeccion ya sea de neosaxitoxina o salino. Finalizada esta inyeccion
los animales eran devueltos a sus cajas hogar y dos horas después se realizo el test 2 (post-
inyecciodn intracerebral). El test 2 se realiza como se detall6 mas arriba, con una Unica
exposicion al tono primero en el contexto B y luego en el contexto A. El test 3 fue realizado
24 hrs post test 1 y los tests 4, 5, 6 y 7 estan separados por dos dias. Los test 8, 9, 10y 11
fueron hechos con 5 dias de separacion. Este protocolo permitié evaluar si luego de 29 dias

persiste 0 no el aprendizaje asociativo.
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ii. Disefio experimental para determinar si la interaccion del sistema
interoceptivo y la amigdala es crucial en el aprendizaje y expresion del

miedo condicionado.

Con el proposito de determinar la participacion del sistema interoceptivo, en el
aprendizaje asociativo, realizamos lesiones cruzadas excitotoxicas (Cross-Lesion
Disconnection Experiment), como se detallé mas arriba. Los animales con lesiones en la
RAIC derecha y amigdala baolateral izquierda (n=5), RAIC izquierda y amigdala baolateral
derecha (n=8), amigdala basalateral izquierda (n=8) y RAIC bilateral (n=7) y sham (n=7),
fueron expuestos a la camara de condicionamiento (misma camara que en el disefio a)
después de 2-3 min. un tono (CS) de 20s (80dB) fue presentado e inmediatamente luego del
término del tono se realizd el foot-shock (ImA) (US) que dura 1s. Se realizaron 5

asociaciones por dia durante 2 dias consecutivos.

Al dia siguiente se realizd el primer test de extincion en una habitacion
completamente distinta de donde se realiz6 el condicionamiento (la misma que hemos
denominado ‘“contexto B” anteriormente). Los animales fueron puestos en esta caja
transparente por dos minutos. Luego de dos minutos, una vez finalizado el tono, los
animales son devueltos a sus home cages. Los test al igual que el disefio anterior, se
realizaron en el contexto B y contexto A. El test 2, 3, 4 y 5 se realizaron con 24hrs. de
separacion. Los test 6 y 7 con 48hrs. de diferencia y el test 8 con 5 dias después del test 7.
Todos los test conductuales fueron grabados para determinar con mejor precision el tiempo
de freezing que presentan los animales. Este protocolo permite evaluar hasta 14 dias

después de realizado el aprendizaje del miedo.
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iii. Disefio experimental para determinar la contribucion de la interaccion del
sistema interoceptivo y la amigdala para establecer la consolidacion de una

memoria emocional.

Para el siguiente disefio experimental se modifico el protocolo de condicionamiento
a miedo. Animales con canulas cronicas para realizar la desconexién cruzada del sistema
interoceptivo con la amigdala fueron expuestos a la cdmara de condicionamiento en el dia
1. En este dia los animales son habituados con 5 tonos de 80dB, cada tono separado 1
minuto del siguiente. Posterior a la habituacion se realiza el condicionamiento, que consiste
en asociar 5 veces el tono de 80dB (5Khz) con un shock eléctrico que se dio en las patas,
footshock. Inmediatamente después de la habituacion y el condicionamiento los animales
fueron retirados de las cajas y se les inyectd muscimol (n=20) o salino (n=8), proceso luego

del cual fueron puestos en sus cajas hogar hasta el siguiente dia.

En el dia 2 se realizaron los test de extincion, estos se llevaron a cabo en un
contexto completamente diferente y los animales son expuestos al tono de 80dB 15 veces
de manera consecutiva cada 1 minuto. En el dia 3 en este mismo contexto, los animales son

expuestos 2 veces al tono para evaluar la recuperacion.

Iv. Con el propdsito de evaluar si la interaccion de la corteza insular y la
amigdala es crucial en el inicio de un aprendizaje emocional y si influye en

la expresion del miedo a largo plazo.

Con el proposito de evaluar si existe un vinculo entre el sistema interoceptivo y la
amigdala en el aprendizaje y/o la expresion de miedo condicionado, realizamos

inactivaciones cruzadas transitorias (Cross-inactivation Disconnection Experiment). Los
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animales con canulas crénicas en la RAIC derecha y amigdala basolateral izquierda (n=5),
RAIC izquierda y amigdala basolateral derecha (n=3), fueron expuestos al
condicionamiento que se ha visto en los protocolos anteriores en la misma camara de
condicionamiento (misma cdmara que en el disefio a). En este protocolo, inmediatamente
después de los dos dias de condicionamiento, los animales fueron inyectados con

muscimol (n=8) o salino (n=5).

Al dia siguiente se iniciaron los test para medir la expresion del miedo
condicionado. Los test se efectuaron al igual que en los protocolos anteriores evaluando
primero en el contexto B y luego en el contexto A. El test 1 se realiz6 24 hrs después del
condicionamiento, el test 2 con 48 hrs. post condicionamiento. Del test 3 en adelante el
protocolo continla de la misma manera que el disefio a, de tal manera que fue posible

evaluar hasta 29 dias después de la inyeccion de muscimol.

IV. X1 Andlisis estadistico

Se utiliz6 el programa estadistico Prisma 5.0. Todos los datos conductuales fueron
analizados con test t de Student o ANDEVA de medidas repetidas de una o dos vias,
seguidas por los test de comparaciones multiples Bonferroni o Dunnet. En determinados
casos se realizo test ANDEVA de una via de medidas no paramétricas ( Kruskal-Wallis

test)
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V. RESULTADOS

V.l Primera parte: Organizacion de la region granular o interoceptiva de la

corteza insular

Para los propositos de esta tesis hemos analizado en detalle las conexiones cortico-
corticales y cortico-subcorticales de las diferentes areas que consideramos forman la
corteza insular granular. Ademas y como ha sido descrito por otros autores, la corteza
insular tiene considerables conexiones reciprocas con los nucleos taldmicos
Ventroposteriores, principalmente con los ndcleos VPLpc y VPMpc. Por ello hemos
decidido realizar inyecciones restringidas en estos dos ndcleos para poder mapear en

detalle los limites de sus aferencias.

De las inyecciones realizadas en los nucleos taldmicos VPpc (n=13), dos fueron
mapeadas en detalle y son mostradas a continuacion. Estas inyecciones comprenden los
ndcleos taldmicos VPLpc o VPMpc, las cuales se muestran en la figura 2 y figura 4. El
volumen de infusion en todas las inyecciones fue de 2nl lo cual permitio restringir su
difusion hacia otros nucleos y asi estudiar adecuadamente el nicleo de interés. Debido a
que este es un nucleo pequefio, el sitio de inyeccion se definié bajo estrictos criterios
citoarquitectonicos. Para ello nosotros usamos la tincion de Nissl para mapear las
relaciones espaciales del VPLpc y VPMpc con otras estructuras claramente definidas, como
el lemnisco medial (ml) el fasciculo retroflexus (fr), el nicleo talamico parafasciular (Pf), el
nucleo talamico ventroposteromedial (VPM) y el ndcleo talamico ventroposterolateral
(VPL). Ademas inyecciones control, no mostradas aqui, en regiones talamicas cercanas
(n=6) como el parafascicular (PF), Subparafascicular (SPF) y la zona incerta (Zi) producen

aferencias totalmente diferentes a las realizadas en los ntcleos VPpc.
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V.L.I El nucleo talamico Ventroposterolateral pacrvocelular (VPLpc) proyecta

hacia una region restringida la corteza insular granular parietal

La inyeccion realizada en el nucleo talamico VPLpc (Fig. 2), se encuentra 4,2 mm
por detras de bregma y esta ubicada en la parte mas lateral del ndcleo (Fig. 2A). Se puede
observar que la inyeccion es restringida al area de interés (Fig. 2B y 2C). Si bien es cierto la
aferencia desde el VPLpc hacia la corteza insular granular ha sido descrita previamente de
manera parcial (Cehceto y Saper, Yasui, Shi y Cassell), aqui estudiamos mas en detalle su

densidad de marca y los limites anteroposteriores de su proyeccion.

En la figura 3 se representa la marca de BDA a lo largo del eje antero-posterior de la
corteza. La region cortical anterior tiene una marca importante en 2,8mm anterior a bregma,
la cual se ubica en la capa 4 de la corteza insular (Fig. 3A). En una inyeccion no mostrada
aqui, esta marca anterior se extiende desde 2,8 mm hasta aproximadamente 1,7 mm por

delante de bregma.

Luego la marca insular disminuye hasta desaparecer, para posteriormente aumentar
su densidad desde 0,45mm por delante de bregma hasta cerca de 1,33mm por detras de
bregma (Fig 3 B-K), aunque la marca mas densa llega hasta 1,08mm por detrés de bregma
(Fig 3I). La region mas caudal de insula granular (aqui no mostrada) no recibe aferencias
desde el VPLpc, Ademas hay densa marca en la corteza somatosensorial secundaria, la cual
se encuentra inmediatamente dorsal a la ICg, y esta proyeccion acompafia a la marca de la

insula granular desde 0,1mm por delante de bregma hasta 1,33 por detras de bregma.
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Figura 2. Inyeccion de trazador anterégrado BDA en eI hacieo }trélémico Ventral
posterolateral, parte parvocelular (VPLpc). En A Representacion esquematica del sitio
de inyeccion, ubicado 4,2 mm por detrds de bregma. B Fotomicrografia de la inyeccién
de BDA la cual esta restringida solo al VPLpc, principalmente la region lateral. En C se

muestra la tincion de Nissl para el sitio de inyeccion junto con el Revelado para el BDA.

V.LII El nucleo taldamico Ventroposteromedial parvocelular (VPMpc) proyecta

hacia la corteza insular granular rostral

La inyeccion realizada en este nucleo se encuentra entre 3,6mm y 3,9mm por detras
de bregma, en este caso la parte del VPMpc inyectada fue la mas rostral, y parte de su
marca se encuentra ademas en el parafascicular (Fig. 4 A, B y C). Las aferencias del Pf son
conocidas y no se han descrito proyecciones hacia la region granular de la corteza insular
(Sadikot y Col 1992). En la Fig. 5 se representan las proyecciones hacia diferentes areas

corticales las cuales seran divididas para su mejor explicacion.

50



Figura 3. Representacidn esquematica de las aferencias provenientes del VPLpc hacia
regiones de la corteza insular y somatosensorial. En A marca restringida en la zona
descrita previamente como ICgA, solo hay terminales en la capa 4. (B-K) Aferencia hacia
la region Parietal rostral (ICgPAr) de la corteza insular granular desde 0,45 mm anterior a
bregma hasta 1,33 por detras de bregma. La marca se encuentra principalmente en la capa
4 de la corteza. Note la diferencia en la densidad de marca que existe a lo largo del eje

rostro caudal. Ademas hay marca en la corteza somatosensorial secundaria.
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Proyecciones hacia la Corteza insular granular

Nosotros describimos la marca mas rostral de la corteza insular granular a partir de
2,8mm anterior a bregma la cual se extiende con gran densidad hasta 1,45mm anterior a
bregma (Fig 5 E-H), luego esta proyeccién disminuye mucho en densidad (Fig 51). Aqui la
marca es potente, principalmente en la capa 4 pero también encontramos aferencias en las
capas mas profundas de la corteza. Posteriormente esta fuerza de proyecciones desde el
VPMpc aumenta, también en la capa 4 de la corteza, y la densidad se mantiene hacia
niveles caudales llegando las aferencias hasta el nivel 0,0mm de bregma, como se puede

ver en la figura 5 M. No existe marca hacia niveles mas caudales de la corteza insular.

Proyeccion hacia otras cortezas: Cortezas motoras y Cortezas Somatosensoriales

La marca cortical hacia regiones motoras comienza en las zonas més rostrales de la
corteza y se extienden desde 5,2mm hasta 3,6mm por delante de bregma. Estas aferencias
son hacia regiones motoras secundarias MOs (Fig. 5A y 5B), las cuales se encuentran en las
capas superficiales, esto es capa i ,ii y iii y en regiones corticales motoras primarias MOp
(Fig. C), la cual es bastante restringida y no se extiende mas alla de este nivel. Al igual que
la marca en MOs en MOp también la proyeccién es en las capas superficiales aunque hay
una fuerte proyeccion en la capa v .En cuanto a la corteza Somatosensorial, las aferencias
fuertes se ubican en la region cortical rostral, donde hay una potente proyeccién hacia la

SSp en 3,2mm anterior a bregma, ubicada principalmente en la capa iv.

De acuerdo a las inyecciones talamicas vistas previamente es claro notar un cierto

patron de aferencias que son enviadas desde los nucleos del VVPpc hacia diferentes areas o
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regiones de la corteza insular granular. Segun esto, y de acuerdo a la literatura revisada,

sugerimos que es posible distinguir al menos 4 subregiones de la insula granular

Nosotros describimos la proyeccion mas rostral de los ndcleos VPpc hacia de la
corteza insular granular como corteza insular granular anterior (ICgA), esto para
distinguirla de otras regiones ya descritas previamente en la literatura. Esta area es inervada
por ambos nucleos talamicos con mucha fuerza como se puede ver en las figuras 3y 5. La
region descrita por Shi y Cassel como insula posterior, la hemos descrito como corteza
insular granular posterior o ICgP. Esta zona recibe aferencias desde el VPMpc y carece de
proyecciones provenientes del VPLpc. Méas caudal, esta el area insular donde llegan las
aferencias del VPLpc. Esta region es descrita en la literatura (con limites similares pero no
iguales) como corteza insular granular parietal porcion rostral (ICgPAr). Finalmente la
region mas caudal de insula granular, que ha sido descrita con una extension que va desde
1,5mm detras de bregma hasta aproximadmente 4mm caudal a bregma y que no recibe
aferencias desde el VPLpc, la hemos denominado, tal como en otros articulos como corteza
insular granular parietal caudal (ICgPAc). Todas las figuras estdn descritas con esta
nomenclatura, la cual continuaremos argumentandola en base a las conexiones que

presentan cada una de ellas.
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Figura 4. Inyeccion de trazador anterégrado BDA en el nucleo talamico VPMpc. En
A Representacion esquematica del sitio de inyeccion, ubicado entre 3,6 y 3,9 mm por
detrds de bregma. B Fotomicrografia de la inyeccion de BDA en el VPMpc. La region
inyectada corresponde a la zona mas rostral del nicleo y hay leve difusién hacia el PF. En

C se muestra la tincion de Nissl para el sitio de inyeccion junto con el revelado para el
BDA.
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Figura 5 Representacion esquematica de las aferencias provenientes del VPMpc hacia
regiones de la corteza insular y somatosensorial. En A'y B marca restringida a las capas
superficiales de la corteza motora secundaria (Mos). En C continua la aferencia hacia
regiones motoras y aparece importante marca en la capa 4. Ademas hay proyecciones en
las capas superficiales de la region disgranular de la insula. En D densa proyeccion hacia la
corteza SSp, en la capa 4.(E-G) Aferencia hacia la region Anterior (ICgA) de la corteza
insular granular desde 2,8mm hasta 1,7mm por delante de bregma. La marca se
encuentra principalmente en la capa 4 de la corteza. (H-M) Aferencias hacia la region

Posterior de la corteza insular (ICgP), desde 1,2mm por delante de bregma hasta bregma.
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V.LIII Las 4 divisiones de la corteza insular interoceptiva presentan un patrén de

conexiones diferentes

Considerando los trabajos previos realizados principalmente por Shi-Cassel en 1998
y tomando en cuenta las caracteristicas citoarquitectonicas de la corteza insular, asi como
las aferencias talamicas previamente descritas, hemos dividido las inyecciones en 4 sitios

diferentes en el eje antero-posterior, los cuales seran detallados a continuacion.

V.LIIL1 Proyecciones desde la Corteza insular granular anterior (ICgA) hacia la
corteza insular, el talamo y otras &reas corticales
Sitio de inyeccion

Entre las distintas inyecciones realizadas en esta zona (n=3), hemos escogido la
siguiente para esquematizar las aferencias particulares de esta region, ya que se ajustan al
area que queremos estudiar lo cual permite un analisis mas confiable. La zona de inyeccion

del BDA fue en 2,8mm por delante de bregma.

A

Figura 6. Fotomicrografia del sitio de inyeccion de BDA en la Corteza insular granular
anterior (ICgA) A. Sitio de inyeccion en ICgA, note que la inyeccién de BDA esta
restringida solo al area cortical mencionada y s6lo abarca las capas superficiales de la

corteza B. Tincién de Nissl del sitio de inyeccion de ICgA.

56



Aferencias corticales de ICgA

Las aferencias desde la region granular mas anterior van hacia diferentes zonas de la
corteza insular. En las zonas mas rostrales se observa una débil marca en la region méas
caudal del de ICgA, llegando hacia las capas maés profundas (Fig. 7 E, F). Ademas esta
débil proyeccion se extiende ventralmente hacia la corteza insular disgranular. La
proyeccion continta débil hacia la corteza insular granular posterior (ICgP) y también se
extiende hacia la corteza disgranular (DI) (Fig. 7 G-1), sin embargo en la parte mas caudal,
+0,45mm, esta marca es levemente mas densa y aparece en las capas superficiales de la

corteza granular (Fig. 71).

Luego la marca cambia completamente y es mas potente, ubicAndose en la corteza
insular granular en las capas superficiales asi como en capas profundas con ausencia de
proyecciones hacia la capa 4 (Fig 7 J-O). Hacia caudal, aproximadamente a la altura de
bregma, la densidad se hace mas fuerte y se extiende hasta 0,51 mm por detrds de bregma
(Fig. 70). La proyeccion hacia la region granular parietal rostral o ICgPAr, es la mas densa
y tiene un patron caracteristico de marca desde una corteza de alto orden como podria ser
ICgA hacia una de menor orden o primaria que podria ser ICgPAr (proyecciones que seran
comentadas en la discusion), este patron de terminales es caracteristico en las cortezas

visuales, con ausencia de aferencias en la capa iv y muy abundantes terminales en las capas

La proyeccion de ICgA hacia la corteza insular disgranular se va perdiendo y se
extiende débilmente hasta -0,11mm. Ademas de las regiones corticales insulares, aparece
una importante marca en regiones ventrales del CP que se extiende desde con fuerza desde

bregma hasta -0,51mm.

57



En niveles mas caudales las aferencias hacia regiones granulares y disgranulares
desaparecen 0 son muy escasas;g sin embargo, hay una importante proyeccion hacia la zona
agranular posterior (Aip) de la corteza insular. Esta marca aparece en -0,82mm vy se

extiende hasta -1,53mm.

Aferencias hacia otras regiones corticales

Las aferencias hacia regiones motoras se encuentran en la parte mas rostral de la
corteza (Fig. 7A'y 7B) y abarcan la corteza motora secundaria, y con mayor densidad se
encuentran en la corteza motora primaria, en las capas 1-3 y en la capa 5. Las aferencias
hacia zonas somatosensoriales son escasas, y estan en la corteza somatosensorial primaria

en las regiones mas rostrales.
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Figura 7 .Proyecciones axonales desde ICgA. Representacidon esquematica de la marca

de BDA presente en las secciones seleccionadas a través de las diferentes areas
corticales. (A-B) Aferencias hacia regiones motoras Mop y Mos. En C Marca
representativa del sitio de inyeccion en 2,8mm por delante de bregma mostrado
previamente.(D-F) Aferencias hacia regiones mas caudales de ICgA, se destaca la regién
cortical entre dos lineas paralelas punteadas. Las aferencias son escasas y se ubican en las
capas profundas. (G-1) Aferencias hacia regiones de la ICgP. Proyecciones hacia capas
profundas (J-O) Aferencias Hacia regiones ICgPAr, note el tipo de marca HO-FO. (P-R
Marca hacia regiones caudales de Alp
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Figura 8 Fotomicrografia de las proyecciones cortico-corticales desde ICgA hacia
ICgPAr ipsilateral. En A la marca mas rostral de las aferencias hacia ICgPAr en-0,51mm,
la marca es potente y se encuentra en las capas ii,ii,v y vi, menos terminales en la capa iv.
Esto se aprecia mejor en B, donde las proyecciones son menos densas y se observa con
claridad la ausencia de terminales en la capa iv. La proyeccion en B esta en-1,08mm. La

barra en ambas fotomicrografias indica 500pm.
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Figura 9. Esquema representativo de la aferencias presente en el ndcleo reticular del
tdlamo (Thalamus Reticular Nucleus,RT). A Marca ubicada en 1,78 por detras de
bregma, el cuadrado encierra lo que se observa en detalle en b. B La marca en el RT solo

se ubica en la cara interna del nicleo.

Aferencias al ndcleo reticular del tAlamo

La proyeccion hacia el nucleo reticular del talamo (RT) se observa en la Fig. 9.
Esta aferencia se encuentra en 1,78mm por detras de bregma, y se ubica en la cara interna
(Fig 9B).
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Figura 10. Representacion esquematicas de las principales aferencias talamicas desde
ICgA. En A1, B.1, D.1 se muestra las aferencias en 3,25; 3,6 y 4,2 por detras de bregma
respectivamente. Cada figura hay un cuadrado que es representado en detalle en la
columna de la derecha. En A.1 Marca en el nacleo Central medial del Talamo (CM).En B.2

marca en el nucleo posterior del tdlamo (PO).En C.3 Marca en la region més caudal del PO.

Aferencias a otros ndcleos talamicos

La inyeccion realizada en ICgA es pequefia y se encuentra situada principalmente
en las capas profundas, es por esto que las aferencias hacia el tallamo son escasas y poco
densas. Desde Fig. 9A.1 hasta Fig. 10C.1 se representan las proyecciones en el eje antero
posterior a nivel del tAdlamo. En Fig. 10A.1 la marca esta en 2,85mm por detrés de bregma
el ndcleo de la linea media CM (Fig.10 A.2). A continuacion la marca se extiende hacia
niveles caudales del CM (Fig.10 B.1y 10 B.2) y aparece una marca en la region ventral del

nacleo posterior del tdlamo en -3,90mm, la cual se extiende hacia caudal en -4,2mm.

V.LIILI I Proyecciones desde la Corteza insular granular posterior (ICgP) hacia la

corteza insular, el talamo y otras &reas corticales

Sitio de inyeccion

La region granular de la corteza insular ubicada entre 1mm rostral a bregma y 0,0
bregma ha sido descrita como la region posterior de la corteza insula y la zona granular méas
rostral (Shi y Cassel 1998; Nakashima y Col 2000). El sitio de inyeccidn se encuentra
0,95mm por delante de bregma (Fig. 11A) y se puede apreciar que esta practicamente
restringido a la zona granular de la corteza (Fig.11B y 11C), hay una leve difusion hacia

dorsal, tomando levemente la corteza SSp.
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Figura 11. Inyeccién de trazador anterégrado BDA en la region posterior de la
corteza insular granular (ICgP). En A Representacion esquematica  del sitio de
inyeccién, ubicado 0,95mm por delante de bregma. En B Fotomicrografia de la inyeccion
de BDA la cual se ubica principalmente restringida al area cortical mencionada, con
leve difusién hacia la SSp. El trazador abarca principalmente las capas profundas de la
corteza. En C se muestra la tincién de Nissl para el sitio de inyeccion junto con el

Revelado para el BDA.

Eferencias corticales de ICgP

Las eferencia de ICgP son poco abundantes, y se dirigen principalmente hacia otras
regiones de la corteza insular. Las proyecciones mas rostrales, que se pueden mapear, estan
cerca del limite rostral de ICgA y en la corteza somatosensorial (Fig. 12A). En ICgA esta
marca es leve, y se restringe practicamente a la capa i con unas pocas proyecciones a capas
mas profundas. Las aferencias se extienden hasta el limite caudal con mayor densidad,
1,2mm por delante de bregma (Fig. 12C). Aunque la capa cortical mas densamente marcada
confusa ya que ademas hay marca retrograda (no mostrada) la cual presenta axones que se

proyectan hacia otras areas. Otro factor que puede agregar dificultad para determinar si son
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proyecciones desde ICgP, es la cercania con el sitio de inyeccion, ya que se encuentra tan
solo 0,3mm por delante de este. Siguiendo axones desde las capas profundas no
inclinacion es que estos terminales no provienen desde el sitio de inyeccion. También hay
terminales en las capas profundas, las cuales determinamos que si provienen del sitio de

inyeccion.

En regiones caudales al sitio de inyeccion la proyeccion mas relevante es hacia la
corteza insular agranular posterior (Alp), que se encuentra restringida en 1,08mm por detras
de bregma (Fig. 12J y Fig. 13). No encontramos aferencias hacia la region ICgPAr (Fig.
12H, 111), so6lo una leve marca retrograda. Asi mismo no hay proyecciones desde 1CgP
hacia la region granular mas caudal. Otra aferencia importante es hacia regiones ventrales
del CP, las cuales se encuentran restringidas desde 1,33mm hasta 1,53mm por detras de

bregma (Fig. 12K Y 12L)

Aferencias hacia otras areas corticales

Las proyecciones hacia otras areas corticales son pocas, y estan restringidas
solamente a la corteza somatosensorial. La marca hacia SSp se extiende desde +2,8mm
siendo densa en las capas superficiales esta capa i, ii y iii, hasta +1,2mm donde los

terminales también se extienden hacia capas mas profundas como la capa v.
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Figura 12. Representacion esquematica de la marca de BDA presente en las secciones
seleccionadas a través de las diferentes areas corticales. (A-D) Aferencias hacia la corteza
insular granular anterior (ICgA) y corteza somatosensorial primaria (SSp), en A 'y B
principalmente las proyecciones son hacia las capas superficiales, 1.2 y 3 de la insula
granular. En C y D la marca hacia la ICgA también es superficial. En E y F, marca
representativa del sitio de inyeccion mostrado previamente.(G-K). En L se representa

proyecciones hacia el nacleo Caudado Putamen (CP).
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Figura 13. Fotomicrografia de la proyeccién cortico-cortical desde ICgP hacia Alp. En
A marca de las aferencias hacia Alp en -1,08mm, la marca se encuentra Unicamente en esta

region. La barra en la esquina inferior izquierda de la fotomicrografia indica 500um.
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Figura 14. Esquema representativo de la aferencia presente en el nucleo reticular del
tdlamo (Thalamus Reticular Nucleus,RT) provenientes de ICgP. A.1 Marca ubicada
en 1,78 por detras de bregma, el cuadrado encierra lo que se observa en detalle en A.2 . En
B.1 la marca se encuentra a 2,85mm por detras de bregma, al igual que en A.1 el cuadrado
encierra lo que se observa en detalle en B.2 en el RT solo se ubica en la cara interna del

nacleo. Note que la marca se extiende solo en la cara interna del RT.
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Figura 15. Fotomicrografia de la proyeccidn desde 1CgP hacia el nacleo RT visto en la
Fig. 14. En A marca de las aferencias hacia la cara interna del RT en 2,85mm por detras de

bregma
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Figura 16. Representacion esquematica de las principales aferencias talamicas desde
ICgP. En A.1,B.1,C.1,D.1 se muestra las aferencias en 3,25;3,6; 3,9 y 4,2 por detras de
bregma respectivamente. En cada figura hay un cuadrado que es representado en detalle en
la columna de la derecha. En A.1 Marca en ellos ndcleos Ventroposteromedial y
Ventroposterolateral del tdlamo (VPM yVPL), ademas una leve marca en complejo
taldmico ventral anterior lateral. (VAL). .En B.2 Densa marca solo en el VPL. Tanto en C.2
y D2 se observa marca exclusiva en el nicleo ventral posteromedial, parte parvocelular
(VPMpc).

Aferencias al nucleo reticular del talamo

La proyeccion desde la ICgP hacia el nucleo reticular del tdlamo se observa en la
Fig. 14. Esta aferencia tiene una extension que comienza en -1,78mm (Fig. 14 A.1) hasta -
2,45mm e bregma (Fig. 14 B.1). Esta proyeccion se restringe hacia la cara interna del R

como se observa en la fotomicrografia en la Fig 15.
Aferencias hacia nucleos talamicos

Las proyecciones hacia el tdlamo desde ICgP son diversas y llegan a diversos
nacleos. Las proyecciones talamicas mas rostrales llegan a los ndcleos VAL, VPM y VPL
(Fig. 16 A.1) y estdn en 2,85mm por detrds de bregma. De estos ndcleos el que presenta
mayor densidad es el VPM, marca que se extiende caudalmente hasta -3,6mm (Fig. 16 B.1
y 16 B.2) Regiones més caudales del tAllamo muestran aferencias al nicleo VPMpc (Fig.
16 C.1y 16 D.2), esta marca es bastante potente y se extiende hacia la parte mas caudal en
4,2mm por detras de bregma (Fig. 16 D.1y 16 D.2)

V.LIHLIV ~ Proyecciones desde la Corteza insular granular Parietal rostral
(ICgPAr) hacia la corteza insular, el tAlamo y otras areas corticales

Sitio de inyeccion
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La regién granular de la corteza insular ubicada entre bregma 0,0mm y 3mm por
detras de bregma ha sido descrita como la region parietal de la corteza insular rostral (Shiy
Cassel 1998). La regidn mas rostral, la corteza insular parietal rostral (ICgPAr), ha sido
descrita citoarquitectonicamente y en relacion a otras &reas de cerebro, como una region
que va desde bregma hasta 1,53mm por detrds de bregma. Es por ello que la inyeccion
realizada en la Fig. 17, se encuentra en -0,51mm. Se puede apreciar que esta inyeccion de

BDA esté en la zona granular de la corteza (Fig.17B y 17C).

Figura 17. Inyeccién de trazador anterégrado BDA en la region parietal rostral
de la corteza insular granular (ICgPAr). En A Representacion esquematica del sitio de
inyeccion, ubicado 0,26mm por detras de bregma. En B Fotomicrografia de la inyeccion de

BDA,
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Figura 18. Proyecciones corticales de ICgPAr, esquemas representativos de la marca
de BDA presente en las secciones seleccionadas a través de las diferentes areas
corticales. A y B Aferencias hacia la corteza insular disgranular anterior y corteza
somatosensorial primaria (SSp) respectivamente. En C y D Proyeccion hacia ICgA,
principalmente en la capa 4. También hay aferencias hacia Ssp. En E marca hacia zonas
mas rostrales de ICgPAr, principalmente capas profundas. En F sitio de inyeccion
mostrado previamente. G y H Aferencias entre la misma ICgPAr, principalmente capas

profundas.
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Figura 19. Fotomicrografias de las proyecciones de la region ICgPAr hacia otras
subdivisiones de la insula granular. En A se observa las aferencias hacia una restringida
area de la region anterior de la insula granular (ICgA) en +2,8mm. Esta marca es densa y
limitada practicamente a la capa iv y menos densa en las capas profundas. En B aferencias

hacia la region posterior de la insula granular (ICgP) en 0,0mm. Se observa que los

ausencia de proyecciones en la capa iv. La barra de la esquina inferior izquierda indica
500pum.

Eferencias corticales de ICgPAr

Las eferencias desde ICgPAr son poco abundantes, y se dirigen principalmente
hacia regiones frontales de la corteza insular granular. Las proyecciones mas rostrales, que
se pueden mapear, estan cerca del limite rostral de ICgA y en la corteza somatosensorial
(Fig. 18A). En ICgA esta marca es leve, y se restringe practicamente a la capa iv con
escasas proyecciones hacia las capas profundas (Fig.19 A), siendo un ejemplo de
proyecciones desde una corteza de primer orden (FO) hacia una corteza de alto orden (HO).
La marca en ICgA va desde 2,8mm por delante de bregma hasta +1,7mm (Fig. 18 B-D).
En regiones mas caudales de la insula la marca se extiende hacia la regidn posterior de la
insula granular (ICgP), estas aferencias son ipsi- y contralaterales, y en el lado contralateral
se observa un patrén de aferencias en las capas superficiales y profundas, con ausencia de
marca en la capa iv (Fig. 19 B), completamente diferente de la marca hacia ICgA. Estos
patrones de marca sugieren un orden jerarquico diferente de las proyecciones de ICgPAr,
aungue no hay proyecciones de vuelta desde ICgP, lo cual deja en duda si existe una
organizacion jerarquica de estas dos cortezas o son ambas viscerales primarias que

representan una viscerotopia diferente. Hacia caudal las proyecciones son leves y se

74



aprecia en las capas profundas a niveles un poco més caudales del sitio de inyeccion, lo
cual también puede ser por la difusién del BDA. Esta marca caudal se extiende hasta 1,33

mm por detras de bregma (Fig. 18H).

Eferencias hacia otras areas corticales

Las proyecciones hacia regiones corticales no insulares son escasas. La marca hacia
SSp se extiende en niveles rostrales desde +3,2mm siendo esta proyeccion principalmente
en la capa iv, la cual se extiende hasta 1,7mm por delante de bregma (Fig. 18 B-D). La

ICgPAr proyecta hacia la corteza SSs, aunque su marca es muy leve (Fig. 18E), también

hay aferencias escasas hacia la region insular disgranular mas rostral.

Figura 20. Esquema representativo de la aferencias presente en el ndcleo reticular del
tdlamo (Thalamus Reticular Nucleus, RT) provenientes de ICgPAr .A.1 Marca
ubicada 2,00mm por detrds de bregma, el cuadrado encierra lo que se observa en detalle
en A.2 . B.1 La marca se encuentra 2,45mm. por detras de bregma, al igual que en A.1 el
cuadrado encierra lo que se observa en detalle en B.2.Note que la marcaen A.2, B.2, y se

extiende solo en la cara externa del RT. C.1 fotomicrografia en-2,25mm del RT.
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Eferencias al ndcleo reticular del tAlamo

La proyeccion desde la ICgPAr hacia el nucleo reticular del talamo se observa en la
Fig. 20. Esta eferencia tiene una extension que comienza en -1,78mm (Fig. 20 A1y A.2) -
2,00mm (Fig. 20 B.1 y B.2) hasta -2,45mm de bregma. Esta proyeccion se restringe en la

cara externa del RT (Fig. 20 C.1)

Eferencias hacia ndcleos talamicos

Las proyecciones hacia el tdlamo desde ICgPAr son diversas. Las proyecciones
talamicas més rostrales llegan a los nucleos CM, VAL, VPM y VPL (Fig. 21 A1y A2)y
estan en 2,85mm por detrds de bregma. De estos nucleos el que presenta mayor densidad
es el VPL, marca que se extiende caudalmente hasta -3,25mm (Fig. 21 B.1 y 13 B.2)
Regiones méas caudales del tallamo muestran aferencias al nucleo VPLpc (Fig. 21C.1y 13
D.2 y Fig. 22A), esta fuerte y densa marca se extiende hacia la parte mas caudal en 4,2mm
por detras de bregma (Fig. 21 D.1 y 13 D.2). Ademas hay aferencias hacia el ndcleo
Posterior del tadlamo, la marca mas rostral representada aqui comienza en -3,25, sin

embargo la marca de VAL podria ser una extension rostral del PO.

Es importante destacar que las aferencias hacia los ndcleos talamicos pueden ser

diversas y dar cuenta de una organizacion jerarquica del flujo de informacion.
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Figura 21. Representacion esquematica de las principales aferencias talamicas desde
ICgPAr. En A1, B.1, C.1, D.1 se muestra las aferencias en 2,85; 3,6; 3,9y 4,2 por detras
de bregma respectivamente. En cada figura hay un cuadrado que es representado en
detalle en la columna de la derecha. En A.1 Marca en los nucleos VPL y VAL, ademas una
leve marca en VPM. En B.1 Densa marca solo en el VPL y leve marca en PO. C1 Fuerte
Maca en VPLpc y leve mara en PO. Y D1 marca exclusiva en VPLpc Tanto en C.2 'y D2

se observa marca exclusiva en el nicleo ventral posterolateral, parte parvocelular (VPLpc).
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Figura 22. Fotomicrografias de las proyecciones hacia el nacleo talamico VPLpc desde
ICgPAr. En A la aferencia es densa en el nicleo VPLpc, de acuerdo a su ubicacion en
referencia a estructuras como el lemnisco medial (ml) y el fasciculo retroflexus (fr), se
puede observar que las aferencias se extienden medialmente hacia el nicleo VPMpc, el
cual se ha encerrado en un cuadrado. La barra en la esquina inferior izquierda indica
500um. En B los terminales que se observan en VPMpc son de gran tamafio (indicados con
la flecha), y son denominados de primer orden. En C Terminales en el limite entre el
VPMpc y VPLpc, estos son mas abundantes y de pequefio tamafio, ademas se advierte un

cambio en la organizacion de las aferencias.
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Figura 23. Fotomicrografias de las proyecciones hacia el nucleo talamico Central
medial (CM) desde ICgPAr. En A la aferencia hacia el nicleo CM es fuerte y tiene una
organizacion horizontal caracteristica, en el cuadrado se encierra un area que contiene
terminales de primer orden los cuales se observan en B, estos terminales (uno indicado con
la flecha) no son abundantes y estan restringidos a determinadas aferencias de la corteza

ICgPAr.

V.LIILV La Corteza insular granular posterior recibe aferencias desde la corteza

insular granular anterior y desde el VPMpc

Para evaluar las proyecciones que recibe esta corteza, hemos inyectado el trazador

retrogrado CTB en+0,95mm, en la corteza insular granular posterior (Fig. 24 A, By C)

Las aferencias que recibe esta zona de la ICgP, provienen de regiones motoras,
como MOs (Fig. 25 Ay B) y MOp (Fig. 25 C, D y E).También recibe aferencias desde la
corteza somatosensorial primaria, marca retrégrada que se extiende desde +3,2mm la cual

es bastante densa en esta zona, hasta +1,45mm con una muy baja densidad.
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Figura 24. Inyeccion de trazador retrogrado CTB en la region posterior de la corteza
insular granular (ICgP). A. Representacion esquematica del sitio de inyeccion, ubicado
0,95mm por delante de bregma. B. Fotomicrografia de la inyeccion de CTB la cual se
encuentra restringida a ICgP. El trazador cubre las capas corticales méas profundas. En C

se muestra la tincion de Nissl para el sitio de inyeccién junto con el revelado para el CTB.

Las regiones de la corteza insular granular que proyectan hacia ICgP son la region

ICgA, la cual presenta una marca retrograda que va desde +2,8mm hasta +1,45mm (Fig. 25

Una region que proyecta con mas fuerza hacia ICgP es la region rostral de la corteza
insular granular parietal (ICgPAr).Esta zona de la insula granular, presenta una importante

marca retrograda desde la region de bregma 0,0mm hasta la 0,82mm por detras de bregma.

Vi.
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Figura 25. Representacion esquematica de la marca de CTB presente luego de la
inyeccion en ICgP, en las secciones seleccionadas a través de las diferentes areas
corticales. A-C Aferencias desde las regiones corticales anteriores principalmente desde
las capas superficiales de regiones motoras.En D marca en corteza insular disgranular,
capa 4.En E aferencia proveniente desde la regiébn maés rostral desde la SSp. F-H
Secciones representativas de la ICgA. La marca principalmente de capas profundas y
superficiales, escasa marca en capa 4. En 1-J marca hacia adelante en la region del sitio de
inyeccion, mayor marca en la capa 4. K y L Esquemas representativos del sitio de
inyeccion. M-S Aferencias provenientes desde la region Parietal rostral de la corteza
insular granular (ICgPAr) La marca es fuerte y se encuentra en las capas 5-6 y 2-3. T-V
Aferencias proveniente de las areas caudales de la insula parietal (ICgPAc), escasa marca y

principalmente se encuentra en la region agranular posterior de la insula
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Figura 26. Representacion esquematica de las proyecciones desde el tdlamo hacia
ICgP. En A.1, B.1se muestra la marca retrograda en 3,9 y 4,2 mm por detras de bregma.
En A2 y B.2 se observa marca exclusiva en el nicleo ventral posteromedial, parte

parvocelular (VPMpc).

V.LIILVI La region caudal de la corteza insular granular recibe aferencias de las

zonas mas rostrales de la corteza insular
Sitio de inyeccién

La region insular granular mas caudal se ha descrito que se extiende desde -1,5mm
hasta -3,0mm o incluso hasta 3,8mm por detras de bregma (Saper C. B. 1982; Cechetto

1987; Cecheto 1990; Allen 1991; Shi y Cassel 1998). La corteza insular parietal caudal
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(ICgPAC), ha sido descrita en base a su citoarquitectura y relacion con cortezas, como
somatosensorial, corteza insular disgranular y nicleos talamicos. De acuerdo a los
antecedentes vistos (Shi y Cassel 1998; Swanson 1998) la inyeccion realizada en la Fig. 24,
se encuentra en -1,78mm. Regidn que podria ser el limite rostral de esta region granular de

la insula. La inyeccion de CTB esté en la zona granular de la corteza (Fig. 27 B 'y 27C).

Figura 27. Inyeccién de trazador Retrogrado CTB en la region parietal caudal de la
corteza insular granular (ICgPAc). En A Representacion esquematica del sitio de
inyeccion, ubicado 1,78mm por detréas de bregma. En B Fotomicrografia de la inyeccion de
CTB la cual se encuentra restringida al area cortical mencionada. El trazador cubre todas
las capas corticales. En C se muestra la tincion de Nissl para el sitio de inyeccion junto con

el Revelado para el CTB.

Aferencias corticales de ICgPAc

Las proyecciones hacia ICgPAc son abundantes y van desde regiones motoras
frontales hasta regiones corticales caudales que incluyen cortezas temporales, entorhinales

(Fig. 28 A-P).
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Aferencias desde la corteza insular

Aferencias desde ICgA. Las proyecciones desde esta region de la insula provienen
de la parte mas caudal de ICgA en 1,7mm por delante de bregma hasta +1,2mm (Fig. 28 C-
capas profundas, con ausencia de marca retrograda en la capa iv. Aferencias desde ICgP.
Entre +0,95mm y +0,1mm las marcas retrogradas de CTB son pocas o nulas (Fig. 28 F-H).
Aferencias desde ICgPAr. La aferencia desde regiones mas caudales de la corteza insular
granular, inmediatamente rostral al sitio de inyecciones corresponden al a ICgPAr. En esta
zona hay marca desde -0,11mm hasta el la seccién inmediatamente rostral al sitio de
inyeccién en -0,83mm. Aqui la marca ocurre principalmente en capas profundas v y vi

(Fig. 28 1 -K).

Otra region de la corteza insular con importante marca retrograda es la zona
disgranular de la corteza insular desde +1,2mm hasta +0,95mm. Asimismo, la corteza
insular agranular rostral (RAIC rostral agranular insular cortex) en su division ventral
presenta marca retrograda y menor densidad la zona dorsal (Fig. 28 C, D y F). Ademas en
la regidn agranular posterior, la marca se extiende desde +0,45mm (Fig. 28 F) hasta 2,45

mm por detras de bregma y se puede observar que esta en los dos hemisferios.

Eferencias desde otras regiones corticales y subcorticales

Las marcas de CTB se observan desde regiones motoras que se encuentran en

+5,2mm y se extienden hasta +3,2mm. Ademas estas eferencias vienen desde la zona

Regiones motoras primarias (MOp), proyectan desde +2,8mm hasta +0,45mm (Fig. 22C-
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G), al igual que las proyecciones de MOs estas eferencias también son ipsilaterales y
contralaterales de las capas ii, iii. Eferencias desde las cortezas somatosensoriales,
provienen desde cortezas primarias y secundarias. La marca retrograda en la corteza
somatosensorial primaria comienza en +1,7mm y termina en -0,82mm, la cual tiene somas
neuronales marcados en las capa ii y en la capa iv. La corteza somatosensorial secundaria
presenta marca retrograda desde +0,95mm la cual se extiende hasta -2,85mm. De las
regiones mas caudales donde encontramos marca retrograda del CTB, cabe destacar areas
auditivas ventrales, area temporal de asociacion, area perirhinal, area entorhinal parte
lateral. Otros ndcleos subcorticales con marca retrégrada leve son la amigdala basolateral y

basomedial.
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Figura 28. Representacion esquematica de la marca de CTB luego de la inyeccion en
ICgPAC, presente en las secciones seleccionadas a través de las diferentes areas
corticales. A y B Eferencias desde las regiones corticales méas anteriores Cortezas motoras,
orbitofrontales y la region agranular de la corteza insular. En C, D y E Eferencia desde la
parte méas caudal de ICgA la cual proviene desde capas5-6 y 2-3También hay una densa
marca en Ssp. En F y G ausencia de marca en ICgP, hay eferencias desde SSs. (H-K)
Secciones representativas de la ICgPAr, se observa escasa marca principalmente de capas
profundas., En L sitio de inyeccion mostrado previamente. (M-P) Regiones corticales mas
caudales, se observa marca en distintas cortezas, anotar la marca en la zona mas dorsal de la
ENTI, también se observan eferencias desde la amigdala y el tdlamo que se detallan mas

adelante
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Figura 29. Representacion esquematica de las principales eferencias talamicas hacia
ICgPAc. En A1, B.1, C.1 y D.1 se muestra marcas en distintos ndcleos talamicos en
2,85;3 ,9; 445y 46 por detrds de bregma respectivamente. En cada figura hay un
cuadrado que es representado en detalle en la columna de la derecha. En A.2 se observa
marca principalmente en los nicleos de la linea media, CM, RH y RE, ademas del VM y
VAL. En B.2 Densa marca s principalmente en PO, la cual se extiende hacia regiones

caudales como se observaen C2. En D.2 hay una fuerte marca en Mgv, nucleo de relevo
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auditivo, lo cual ha sido descrito como caracteristico esta region de la corteza insular

granular.

Aferencias hacia nucleos talamicos

Las proyecciones desde el tdlamo hacia ICgPAc provienen desde diversos grupos
neuronales. Desde regiones mas rostrales, 2,45mm por detras de bregma, las aferencias
provienen de algunos nucleos de la linea media como el CM, RH yRE (Fig. 29 A.1y A.2).
Después la marca retrograda se extiende principalmente por el nucleo posterior del talamo
(Fig. 29 B.1) y por nucleo VPMpc y el VPM (Fig. 29 B.1y B.2). La eferencia desde el PO
se extiende mas caudalmente hasta 4,6mm por detras de bregma. Ademas encontramos

marca retrograda en el nicleo MGv. (Fig. 29 D.1y D.2).

V.1l Segunda Parte: Relacion de la region interoceptiva de més alto orden con la
Amigdala.
V.11 La region agranular ventral de la corteza insular (ICAv) presenta diferentes

aferencias corticales y subcorticales que la region agranular dorsal de la corteza insular
(ICAd)

El procesamiento de la informacion que manejan los componentes del sistema
interoceptivo, principalmente la corteza insular, y la asociacion con los mecanismos
efectores que subyacen a la respuesta de la amigdala que han sido descrito aun son
insuficientes, principalmente porque el foco del planteamiento han sido las estructuras

subcorticales.

Los principios basicos que han emergido desde estudios de proyecciones hacia los
nacleos de la amigdala son que estas innervaciones provienen desde areas corticales

sensoriales multimodales o de asociacién y la existencia de una sobreposicion entre inputs
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cortico-amigdaloides y los que provienen de regiones subcorticales (LeDoux, J.E y Col

1991 Shi CJy Cassel MD. 1998; Stefanacci L.y Col 2002)

Se ha establecido ademas que las aferencias desde areas de procesamiento sensorial del
talamo y la corteza median el aprendizaje emocional, en situaciones que involucran claves
sensoriales especificas (LeDoux JE. 1993). Estudios de trazadores en corteza insular,
amigdala y tdlamo, han descrito de manera general las inervaciones existentes entre estas
areas. Proyecciones desde la insula al nacleo central de la amigdala han sido descritas por
una serie de trabajos en ratas (Saper CB. 1982; McDonald y Col 1996; Shi y Cassel 1998;
Reynolds S. y Col 2005) y en primates (Stefanacci L. y Col. 2000; Miyashita T y Col
2007), Consideramos que estos trabajos aun carecen de la integracion con el sistema
interoceptivo. Por ello nosotros hemos realizado una serie de inyecciones anterogradas y

retrogradas en la region agranular de la corteza insular.

V.ILI.I Eferencias de la corteza insular agranular ventral (Alv)

Sitio de inyeccion

La region agranular de la corteza insular, ubicada entre 4mm rostral a bregma y
0,95mm bregma, ha sido descrita como la region anterior de la corteza donde estaria
ubicada la zona jerarquicamente mas elevada del sistema interoceptivo. El sitio de
inyeccidn se encuentra 2,8mm por delante de bregma y se extiende hasta 2,1mm por
delante de bregma. (Fig. 30 A-C). Esta inyeccion se encuentra en la parte ventral de la
corteza, y abarca las capas corticales i-v. Ademas se puede observar que es restringida a
esta area ya que el hemisferio contralateral al sitio de inyeccion presenta aferencias sélo en

AIV (Fig. 30 D).
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Figura 30. Inyeccién de trazador anterégrado BDA en la corteza insular agranular
ventral (Alv). En A Representacion esquematica del sitio de inyeccion, ubicado 2,8mm
por delante de bregma. En B Fotomicrografia de la inyeccion de BDA la cual se encuentra
restringida al &rea cortical mencionada. El trazador cubre todas las capas corticales. En C
se muestra la tincion de Nissl para el sitio de inyeccidn junto con el revelado para el BDA.
En D la fotomicrografia de lado contralateral al sitio de inyeccion, se observa la marca

restringida solo en Alv. La barra en la esquina inferior derecha indica 500um.

Eferencias corticales de Alv

Las eferencias desde la region agranular son bastante mas variadas y abundantes que
las de regiones granulares que se vieron anteriormente. Sus eferencias se dirigen tanto hacia
regiones frontales corticales como hacia regiones mas caudales de la corteza insular y areas
subcorticales, siendo las proyecciones hacia los nucleos de la amigdala las mas abundantes.
Las proyecciones mas rostrales estan en areas motoras y distintas regiones de las cortezas

prefrontales mediales.
Eferencias hacia regiones prefrontales mediales

Las proyecciones hacia cortezas prefrontales mediales son principalmente hacia la
corteza prelimbica (PL) y hacia la corteza érbitofrontal medial (OBRm) (Fig.31 A-D). Los
terminales que se observan en PL a partir de 5,2mm por delante de bregma, esta marca

rostral, se encuentra en la capa v, en la region ipsilateral al sitio de inyeccién. También es
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posible observar marca contralateral, la cual abarca las capas i-v. La marca bilateral se
extiende hacia caudal en +4,85mm donde es bastante fuerte. Estas aferencias bilaterales
cubren las capas i-v. La marca mas caudal en PL es en +4,2mm, esta proyeccion se

encuentra en la parte mas ventral y cubre las capas i, ii y iii y es sélo ipsilateral.

La marca en ORBm se extiende de manera similar a la de PL. En 52mm la
eferencia es potente y es tanto ipsi como contralateral. Las capas que abarcan las eferencias
superficiales i, ii-iii. Hacia caudal, y al igual que la marca en PL en 4,85mm, las aferencias
son bastante fuertes y en ambos hemisferios cerebrales. La marca ipsilateral abarca las
capas i - v, en el lado contralateral la marca va desde la capa ii a la capa v. La marca mas
caudal en ORBm esta en +3,6mm, es ipsilateral y comprende las capas superficiales (Fig.

31 A-D).

Eferencias hacia la cortea insular agranular dorsal (Ald)

Las proyecciones hacia esta area de la corteza insular se extienden desde +4,85mm
hasta la parte mas caudal en +0,95mm (Fig. 30 B-E). Estas proyecciones presentan
diferencias en su patron de marca de acuerdo al nivel que alcanzan lo cual se detalla a
continuacion En 4,2mm y en 3,6mm la marca es en ambos hemisferios y en el lado
ipsilateral al sitio de inyeccion la marca es fuerte y abarca todas las capas corticales,
mientras que en contralateral las capas con terminales provenientes de Alv van desde las
capas i-v. En 3,2mm las eferencias hacia Ald son principalmente ipsilaterales y una muy
leve marca contralateral en las capas superficiales. En 2,8mm y 2,1 mm se encuentra el sitio
de inyeccion, en estos niveles la marca contralateral es solo en Alv (Fig. 30 D) y no hay

proyecciones a ninguna capa de Ald. La marca en Ald vuelve a aparecer en +1,45mm vy se
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extiende hasta 0,95mm (Fig. 31 I-K); esta aferencia es solo ipsilateral y se encuentra en las

capas vy vi.

Eferencias hacia regiones corticales motoras

Las cortezas motoras primaria y secundaria reciben importantes proyecciones
axonales de Alv, su marca es principalmente ipsilateral aunque también hay marca

contralateral.

Las proyecciones hacia la corteza motora primaria (MOp) se extienden desde
4,85mm anterior a bregma hasta +3,2mm (Fig.31 A-E). En las regiones mas rostrales
(+4,85mm y +4,2mm) esta marca abarca las capas i-v. Mientras que en la zona méas caudal
(+3,6mm y +3,2mm) la marca va desde la capa ii a la capa v. Las proyecciones hacia la
corteza motora secundaria (MOs), se extiende desde las zonas més rostrales que logramos
mapear, esto es 5,2mm por delante de bregma, hasta +4,85. Esta marca es ipsilateral al sitio

de inyeccidn y los terminales que llegan a MOs son abundantes y abarcan las capas i-v.

Eferencias de Alv hacia regiones subcorticales

Entre las aferencias mas fuertes que encontramos se encuentra la marca hacia el

tubérculo olfatorio (OT). Esta marca se extiende desde +2,15 hasta -0,11 (Fig.31 G-0).

Otra region densamente marcada por los terminales desde Alv es el nucleo Acumbens
(ACC); esta marca adyacente a OT y a la comisura anterior (aco), se extiende desde
+1,7mm hasta +0,95mm (Fig. 31 H-K). El fundus del striatum (FS) también es inervado

por Alv, y su marca se extiende desde +1,2mm hasta -0,11mm (Fig. 31 J-O).

Otra eferencia que quisiéramos destacar como relevante por su importancia en

circuitos conductuales y motores es la marca en el Caudado Putamen. Las proyecciones
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desde Alv hacia CP se encuentran en la zona ventral de este nlcleo y estan adyacentes al
claustrum (CLA). La marca se extiende desde +0,45mm hasta 0,26mm por detrds de

bregma (Fig. 31 L-P).

Eferencias hacia la corteza agranular posterior (Alp)

Una importante proyeccion es hacia la region mas caudal de la insula agranular. La
marca se extiende desde +0,45mm hacia 1,33mm por detras de bregma (Fig.31 L-T). En las
zonas mas rostrales, desde +0,45mm hasta 0,0 mm de bregma, esta marca abarca las capas i
a la capa vi. Luego en -0,11mm la marca se encuentra en las capas corticales ii a la capa vi.
Por ultimo en las zonas méas caudales, desde -0,26mm hasta -1,33 mm, la marca se observa

solo en las capas profundas vy vi.

Eferencias hacia ndcleos de la amigdala

La corteza insular agranular ventral, proyecta principalmente hacia nicleos mediales
de la amigdala (Fig. 32 A.1 —F.1). La marca en el nacleo medial de la amigdala (MEA) se
extiende desde -1,33mm hasta 2,00 mm por detrds de bregma (Fig. 32 A.1 —C1). Otro
nacleo de la amigdala que se marca con fuerza es el area amigdaloide anterior (AAA)
(Fig.32 A.1). Las proyecciones se encuentran principalmente en -1,33mm. Los nucleos
basomedial (BMA) anterior (BMAa) y posterior (BMAp) de la amigdala estan densamente
inervados por aferencias de Alv; los terminales se extienden desde -1,53mm hasta 2,45mm

(Fig. 32 A.1-F.1).
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Figura 31. Representacion esquematica de las eferencias corticales y subcorticales
desde Alv. (A-E) Eferencias hacia regiones prefrontales mediales, motoras y
somatosensoriales, ipsilaterales y contralaterales. En F y G, marca representativa del sitio
de inyeccion mostrado previamente; se observa marca contralateral en la zona con mayor
densidad de marca Alv. En (H-K) Eferencias hacia regiones del nacleo acumbens, y zonas
caudales de Alv. (L-P) importantes eferencias hacia la porcion ventral del nucleo caudado
y la region posterior de la insula agranular. (Q-T) eferencias hacia areas de la amigdala. En
Uy V se observan eferencias hacia nucleos talamicos de la linea media y otros como el
Dorsal medial (MD); también se observan aferencias hacia la corteza entorhinal lateral
(ENTI). (W-Z) Proyecciones hacia la corteza ENTI y PERI.
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Otras areas de la amigdala que son inervadas por Alv son las region lateral (LA),
que presenta una densa marca desde -2,45 hasta -3,25 (Fig. 32 D.1 —F.1). La zona anterior y
posterior del ndcleo Basolateral de la amigdala, son también inervados por Alv. Asimismo

hay una densa marca en el nicleo endopiriforme ventral (EPv) (Fig. 32 C.1-F.1).

En la regién cortical de la amigdala es posible encontrar eferencias en BA (bed
nucleus accesory olfatory tract), Nucleo cortical de la amigdala parte anterior (COAa),

parte posterior (COAp) y en el area amigdaloide periforme (PAA). Todas estas

proyecciones son densas y abarcan las 3 capas corticales (fig. 32 A.1-F.1).
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Figura 32. Representacion esquematica de las eferencias desde Alv hacia diferentes
nucleos y areas de la amigdala. En A.1, B.1, C.1, D.1, E.1 y F.1, eje anteroposterior de las
eferencias entre las coordenadas -1,33mm a-3,25mm -1,53. En A.2 y B.2 la marca se
observa con mayor densidad en los nucleos Medial y Basomedial, también hay aferencias
en la region basolateral. En C.2 la marca en BMA es menos densa y comienza a hacer mas
densa las proyecciones hacia BLA. En D.2 la marca en BMA es escasa 0 no hay mientras
que existe una fuerte proyeccion hacia LA que se extiende hasta E.2 donde también aparece
levemente la marca en BMA. En la regién més caudal, aqui representada (F.2), la marca se

puede observar en laregion LAy BLA y en PAA.

V.ILLII Eferencias de la corteza insular agranular dorsal (Ald)
Sitio de inyeccion

La region dorsal de la corteza insular agranular comprende desde +4,85 hasta
0,95mm por delante de bregma. EI sitio de inyeccion se encuentra 2,1mm por delante de
bregma y se extiende hasta 1,7mm por delante de bregma. (Fig.33 A-C). Esta inyeccion
abarcd las capas corticales i-v. La marca contralateral al sitio de inyeccion muestra

eferencias restringidas a Ald (Fig. 33 D)

A B

W

W“;\b . —
Figura 33. Inyeccion de trazador anterégrado BDA en la corteza insular agranular

dorsal (Ald). En A Representacion esquematica del sitio de inyeccion, ubicado 2,1mm
por delante de bregma. En B Fotomicrografia de la inyeccion de BDA la cual se encuentra
restringida a Ald. El trazador cubre las capas corticales i-v. En C se muestra la tincién de
Nissl para el sitio de inyeccion junto con el revelado para el BDA. En D la fotomicrografia
de lado contralateral al sitio de inyeccion, se observa la marca restringida solo a Ald. La
barra en la esquina inferior derecha indica 500um.
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Eferencias corticales de Ald

Las eferencias desde la region agranular dorsal son diferentes a las de Alv, tanto
hacia regiones corticales como a regiones subcorticales. Las proyecciones mas rostrales, se

extienden en la corteza prefrontal medial y areas motoras.

Eferencias hacia region prefrontal medial

La region prefrontal medial presenta terminales en la corteza prelimbica y en la
corteza orbitofrontal medial. Las proyecciones hacia la corteza prelimbica se inician en
5,2mm por delante de bregma y se extienden hasta +3,6mm (Fig. 34 A-D). La marca mas
rostral en +5,2mm y +4,85mm, es bilateral y presenta terminales en las capas i,ii-iii y v. La
extension de esta marca desde 4,2mm hasta 3,6mm por delante de bregma estuvo

restringida a las capas superficiales.

La region orbitofrontal medial recibe aferencias desde Ald menos densas que las
aferencias que recibe desde Alv. Esta marca se extiende desde +5,2mm hasta +3,6mm (Fig.
34 A-D). La proyeccion en la region mas rostral de ORBm, +5,2mm, es bilateral y se ubica
en las capas i, ii-iii. Avanzando hacia caudal esta marca se ubica sélo en la region

ipsilateral al sitio de inyeccion y es menos densa. Desde 4,85mm hasta 3,6 mm por delante

de bregma, la marca abarca las capas superficiales i, ii-iii.

La corteza infralimbica (IL) recibe aferencias exclusivas desde la zona dorsal de la
corteza insular granular. Esta marca, que es poco densa, se concentra en la parte mas rostral

desde +3,6mm hasta +2,8mm y se encuentra en las capas i, iii-iii (Fig. 34 E-F).
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Eferencia hacia regiones corticales motoras y corticales sensoriales

Las cortezas motoras primaria y secundaria reciben importantes aferencias de Alv,
principalmente del lado ipsilateral aunque también hay marca contralateral. Las
proyecciones que llegan a la corteza motora primaria (MOp) se encuentran restringidas
entre 4,85mm y 4,2mm por delante de bregma; esta marca es débil respecto a las
proyecciones de Alv y es ipsilateral al sitio de inyecciéon (Fig. 34 B-D). La proyeccion
hacia la MOs también es débil y se encuentra entre 5,2mm y 4,85mm por delante de

bregma. En la zona mas rostral, la marca es débilmente bilateral (Fig. 34 A-B).

La marca hacia regiones somatosensoriales se puede ver sélo en la region primaria
(SSp) y es muy leve. Esta marca esta entre 3,2mm y 2,8mm por delante de bregma y se

observa en las capas profundas.

La region insular Gustatoria o Disgranular, recibe aferencias desde Ald. Esta area de
la corteza insular es bastante extensa y recibe aferencias sélo en la parte mas rostral, desde
+3,6mm hasta +2,8mm (Fig.34 D-F). Las capas corticales que reciben aferencias son

diferentes, ya que en la zona mas rostral +3,6mm las capas corticales que se marcan son la

Eferencias hacia areas y ndcleos subcorticales

Las proyecciones hacia el nacleo Accumbens (ACC) son muy abundantes al igual
que en el caso de Alv, sin embargo se diferencian en cuanto a la densidad y a la ubicacion
que éstas tienen. La marca en ACC comienza en +1,2mm Yy se observa en la parte dorsal
lateral, una ubicacién diferente a la marca observada en Alv. Esta aferencia se extiende

hasta 0,45mm por delante de bregma (Fig.34 J-L). Una region igualmente inervada por Ald
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es el FS. Las aferencias hacia esta region se extienden desde +0,95mm hasta -0,82mm (Fig.
34 K-0). Un érea inervada solo por Ald es la Substantia Innominata (SI); las aferencias
hacia esta region son densas y abarcan desde +0,95mm hasta al menos 0,0mm de bregma

(Fig. 33 J-M)

El Caudado/Putamen también es inervado por Ald; esta proyeccion se encuentra
contralateral al sitio de inyeccion en los niveles mas rostrales, desde +0,95mm hasta -
0,1mm (Fig 34 O-P). Esta marca esta ubicada principalmente en la region lateral y ventral.
En zonas méas caudales del CP las aferencias pueden ser encontradas ipsilateral al sitio de

inyeccidn entre -0,82mm hasta -1,08mm, en la zona mas ventral junto al FS.

Otra érea inervada por tanto por Ald como por Alv es el OT, cuya marca se ubica en
+0,95mm, marca que logramos seguir hasta -0,10mm, ya que los cortes mas caudales

estaban dafados.

Regiones corticales méas caudales inervadas por Ald comprenden la zona granular
parietal rostral, sodlo en las capas profundas. Asimismo la corteza Piriforme (PIR) recibe
aferencias de la corteza agranular dorsal; esta marca se extiende desde -0,51mm hasta -

2,00mm vy se ubica .principalmente en la capa iii (Fig 34 N-O y Fig. 35 A.1-C.1).
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Figura 34. Representacion esquematica de aferencias desde Ald presentes en las
secciones seleccionadas a través de las diferentes areas corticales y subcorticales. (A-
F) Aferencias hacia regiones prefrontales mediales, motoras y somatosensoriales,
ipsilaterales y contralaterales, se destacan las aferencias hacia la corteza prelimbica (PL),
infralimbica (IL y 6rbitofrontal medial (ORBm). La marca en el lado contralateral, es densa
en la region del sitio de inyeccion. (G-1) marca representativa del sitio de inyeccion
mostrado previamente. En (H-K) Aferencias hacia regiones del ndcleo acumbens (diferente
de Alv,ver texto) y zonas caudales de Ald tanto ipsi como contralateral. En L y M se
observa el inicio de las aferencias hacia Alp. (N-P) importantes aferencias hacia la porcién
ventral del nucleo caudado, en el fundus del striatum (FS) y la region posterior de la insula
agranular asi como marca hacia ICgPAr. Desde Q-U aferencias hacia ndcleos taldmicos de
la linea media, el Dorsal medal (MD), CM, VPMpc y PO. También se observan las
proyecciones hacia ENTI y PERI

Eferencias hacia nucleos de la amigdala

Las proyecciones hacia los nucleos de la amigdala de Ald son diversas y marcan
una diferencia importante respecto a las proyecciones de la regién ventral de la corteza
insular agranular. Los nucleos inervados con mayor densidad se encuentran en la zona

lateral, central y basal de la amigdala (Fig. 35 A.1-F.1).

Eferencias hacia el nucleo central de la amigdala. La proyeccion hacia esta area es
fuerte y se extiende desde -1,33mm hasta -2,45mm. Estas aferencias se encuentran en tanto
en la parte capsular, CEAc (Fig.35 A.1 A.2) como en la parte medial CEAm (Fig. B.1-D.1)

asi como en la zona lateral, CEAI (Fig.35 C.1)

Eferencias hacia nucleos basales y laterales de la amigdala. La marca en el nucleo
basolateral de la amigdala (BLA) comienza en -1,78mm; esta marca es un tanto débil y se
ubica principalmente en la zona ventral (Fig. 35 C.1, C.2). Hacia caudal,-2,00mm, la marca

en BLA (particularmente la zona anterior, BLAa) es mucho mas potente y se presenta en la
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parte medial extendiéndose ampliamente en el eje dorso-ventral (Fig 35 D.1, D.2). Luego
estas aferencias se extienden hacia la region posterior (BLAp), pero siempre con mayor
marca en BLAa (Fig. 35 E.1- F.1). El nlcleo lateral de la amigdala (LA) recibe importantes
aferencias de Ald, marca que se extiende desde -2,45mm hasta -2,85mm (Fig. 35 E.1-F.1).
El nicleo Basal Medial también recibe proyecciones, en la region anterior -2,00 (BMAa)
(Fig. 35 A.1 y D.1) con menor densidad y en la zona posterior (BMAp) con mas densidad

de aferencias desde -2,45mm hasta -2,85mm (Fig 35 E.1-F.1).

La zona medial también recibe aferencias en el nicleo medial de la amigdala

(MEA); esta proyeccion se extiende desde -1,53mm hasta -2,00mm y principalmente

abarca la regién anterior dorsal (MEAad) (Fig. 35 B.1-D.1)
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Figura 35. Representacion esquematica de las conexiones desde Ald hacia diferentes
nacleos y areas de la amigdala. En A.1, B.1, C.1, D.1, E.1 y F.1, eje anteroposterior de las
aferencias entre las coordenadas -1,33mm hasta -2,85mm del atlas de Swanson. En A.2 y
B.2 la marca se observa con mayor densidad en el diferentes subregiones del nGcleo central
(CEA) y en MEA. En C.2 la marca en CEA es mas densa y hay mayor proyeccion hacia
MEA. En D.2 la marca en CEA se mantiene y aparece con fuerza la proyeccion hacia BLA,
también hay mas densidad de marca en BMA y MEA. En E.2 es escasa 0 no hay mientras
que existe una fuerte proyeccion hacia LA que se extiende hasta E.2 densidad de marca en
CEA BLA Yy LA, asi como en BMA. En (F.2), la marca se mantiene en LA y BLA con gran
densidad de proyeccion.

V.ILII La region agranular ventral de la corteza insular (ICAv) recibe proyecciones

corticales y subcorticales diferentes que la region agranular dorsal de la corteza insular
(ICAd).

Como se describid antes, las aferencias que envian estas dos areas corticales
adyacentes son diferentes y puede dar cuenta de un procesamiento de la informacion de
manera diferenciada y de una funcion distinta. Para completar este analisis, realizamos
inyecciones restringidas del trazador retrogrado fluorogold (FG) para evaluar
principalmente la informacién que reciben desde la corteza prefrontal medial y desde la

amigdala.

107



V.ILILI La region ventral de la corteza agranular recibe fuertes aferencias de la
amigdala lateral y la corteza prefrontal medial
Sitio de inyeccidn

El sitio de inyeccion de FG en la corteza agranular ventral se encuentra 2,2mm por
delante de bregma (Fig.36 A-B). Esta inyeccion abarcé las capas corticales i-v y se

encuentra restringida al &rea de interés.

o
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Figura 36. Inyeccion de trazador retrogrado en la corteza insular agranular ventral
(Alv). En A fotomicrografia del sitio de inyeccion del trazador retrégrado FG en +2,1mm,
la zona mas densa con FG abarca las capas superficiales y parte de la capa v. En B
representacion esquematica del sitio de inyeccion. . La barra en la esquina inferior derecha

indica 500um

Aferencias de Alv

Entre las regiones con mas interés para el desarrollo de esta tesis es la amigdala.
Aqui encontramos una importante marca retrégrada proveniente de Alv. Una imagen
representativa de las neuronas marcadas con FG se observa en la fig. 37 A. La region
lateral de la amigdala (LA), esta densamente poblada con neuronas que proyectan hacia la

insula agranular ventral, asi como la regién Basomedial posterior (BMAp) y la zona
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cortical de la amigdala (COApl). Destaca la ausencia de marca en el nucleo basolateral

(BLA).

A

Figura 37. Principal marca retrograda en la amigdala, que envia aferencias hacia
Alv. En A eferencias provenientes desde la amigdala, principalmente los nucleos lateral
(LA), y la region basomedial (BMA) que se esquematizan en B. La barra en la esquina
inferior derecha indica 500um. Debido a que la imagen contiene dos revelados, se observa

una marca oscura (fos) y otra marca en café (fluorogold)

Otra importante area con neuronas que proyectan hacia Alv, es la corteza prefrontal
medial, aqui encontramos marca en la corteza infralimbica (ILA) y la region orbitofrontal
medial (ORBm) (no mostrada aqui). La corteza infralimbica (Fig.38 A) tiene densa marca

marca en la capa v (Fig. 38 B)
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Figura 38. Proyecciones desde las cortezas prefrontales mediales hacia Alv. En A
fotomicrografia de la region prefrontal medial en +2,8mm. Debido a que la imagen
contiene dos revelados, se observa una marca oscura (fos) y otra marca en café
(fluorogold). Se observa densa marca retrograda en la corteza infralimbica (ILA). La barra
en la esquina inferior izquierda indica 500um. En C fotomicrografia con aumento de las
neuronas de corteza infralimbica que proyectan hacia Ald. La barra en la esquina inferior

izquierda indica 200pm.

V.ILIIT La region dorsal de la corteza agranular recibe fuertes aferencias de la

amigdala basolateral y escasa marca desde la region prefrontal medial

Sitio de inyeccidn

La inyeccion de trazador retrogrado fluorogold, tiene su méas densa marca en 2,8mm
por delante de bregma como se observa en la fig. 39 A. Esta inyeccién no difundié

demasiado y se restringié al area de interés principalmente en las capas superficiales.
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Figura 39. Inyeccidn de trazador retrégrado en la corteza insular agranular dorsal
(Ald). En A fotomicrografia del sitio de inyeccion del trazador retrégrado fluorogold en
+2,8mm, la zona mas densa con FG abarca las capas superficiales. En B representacion

esquematica del sitio de inyeccion.
Aferencias de Ald

Entre las principales regiones de interés encontramos una importante marca
retrégrada en la amigdala. A diferencia de lo visto previamente en Alv, la marca retrégrada
es potente en la amigdala basolateral, BLA, y méas denso en la region posterior (BLAp)
(Fig. 40 A), también hay densa marca en el nucleo lateral de la amigdala (LA), y en el

nucleo basomedial en la subdivision posterior (BMAp)

Figura 40. Principal marca retrograda en la amigdala, que envian sus proyecciones
hacia Ald. En A aferencias provenientes desde la amigdala, principalmente los nucleos
lateral (LA), y basolateral (BLA) que se esquematizan en B. La barra en la esquina inferior

izquierda indica 500um.
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Otra diferencia importante con Alv, es la proyeccion desde la region prefrontal
medial (Fig.41 B, C y D). La marca en ILA es escasa (indicada con una flecha) y
principalmente en capas profundas (Fig. 40 D), mientras que hay mayor marca retrograda

en la corteza prelimbica principalmente en las capas profundas (Fig.40 C).

Juntos estos resultados dan cuanta de una diferencia importante en ambas regiones de la

corteza agranular mas rostral
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Figura 41. Proyecciones desde las cortezas prefrontales mediales hacia Ald. En A
representacion esquematica de una zona de la region prefrontal medial densamente marcada
con FG. En B fotomicrografia de la region prefrontal medial en +2,8mm. Debido a que la
imagen contiene dos revelados, se observa una marca oscura (fos) y otra marca en café
(fluorogold). Se observa una marca de FG en la corteza prelimbica, pero solo en las capas
profundas (PL) y muy poca marca en infralimbica (ILA). La barra en la esquina inferior
izquierda indica 500um. En C fotomicrografia con aumento de las neuronas de corteza
prelimbica que proyectan hacia Ald y en D fotomicrografia con aumento de la marca
retrégrada que va desde ILA hacia Ald. La barra en la esquina inferior izquierda indica
200pm.
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V.11l Tercera Parte: El rol de la corteza insular en el miedo condicionado

V.I11.1 El vinculo entre RAIC y amigdala es fundamental en el aprendizaje y la

extincion del miedo condicionado.

Efecto de la desconexidon del sistema interoceptivo y la amigdala en el aprendizaje y

expresion del miedo condicionado.

Para determinar si las conexiones existentes en el sistema interoceptivo,
particularmente la RAIC, y la amigdala participan del proceso de aprendizaje emocional,
nosotros evaluamos la adquisicién y la expresion del miedo bajo el paradigma de

condicionamiento a miedo y usando el método de desconexion cruzada.

Todas las lesiones fueron realizadas previas al condicionamiento, periodo después
del cual los animales son expuestos al condicionamiento y expresién del miedo como se
indica en el protocolo (Fig. 42A). Para evaluar si la comunicacion entre la RAIC y la BLA
es relevante en las memorias emocionales, nosotros realizamos lesiones cruzadas con acido
ibotenico, en la RAIC y en la regién Basolateral de la amigdala (BLA), bilaterales en la
RAIC, unilateral en RAIC, unilaterales en BLA, ademas de un grupo sham. Veinticuatro
horas después del condicionamiento, s6lo aquellos animales que tienen la desconexién no
logran expresar el miedo condicionado, i.e. su freezing es cercano a cero, mientras que el
resto de los grupos mostraron niveles elevados de freezing durante la primera presentacion
del tono en el contexto B (Fig. 42 B, test 1, grupo RAIC /Amy 4,00%; AMY L 90,83;
RAIC Bilat 68,57%; sham 98,57%f reezing). En los test posteriores, las ratas que tienen la
desconexién contindan exhibiendo un freezing menor en el contexto B en relacion a
aquellos animales con lesiones unilaterales, freezing que se mantiene bajo hasta el Gltimo
test. Aquellos animales que tienen la lesion bilateral en RAIC disminuyen el freezing de

manera significativa (en los test 3, 4 y 5) en relacion al grupo sham; esta caida en el
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freezing se mantiene en niveles bajos hasta el Gltimo test (dia 14). El test ANDEVA de dos
vias de medidas repetidas mostré un efecto significativo de la interaccion (F1, 196)= 3.48,
p<0.0001), el tratamiento (F(1, 196= 33.79, p<0.0001) vy el tiempo o (Fe1, 19= 13.79,
p<0.0001). El post-test Bonferroni confirma el efecto de la desconexion, con bajos niveles
de freezing en las ratas con desconexién cruzada en relacion a las ratas sham, lesion en
amigdala izquierda y lesion bilateral en insula agranular. (Fig. 42b, todos los valores de p

<0.05). El anélisis anatomico de las lesiones se presenta en la figura 43.

Estos resultados sugieren que la comunicacion funcional de estos sistemas
neuronales participa en el aprendizaje y posiblemente en la expresion del miedo
condicionado. Ademas sugiere fuertemente que la RAIC tiene relevancia en la mantencién
de la memoria emocional del miedo y posiblemente en la extincion del miedo

condicionado.
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Figura 42. La desconexion de la corteza insular con la amigdala, mediante la lesion
cruzada de la corteza insular agranular rostral y la amigdala basolateral con acido
ibotenico altera el aprendizaje del miedo condicionado. (A) Protocolo experimental del
condicionamiento y la expresion del miedo condicionado. (B) Porcentaje de freezing en el
contexto B, después del condicionamiento los animales son expuestos solamente al tono
asociado con el footshock;, aquellos animales con la desconexién cruzada (RAIC /Amy
n=12 , RAIC R/Amy L n=5; RAIC L /AMY R n=7) no adquieren el condicionamiento a
miedo, y su freezing es bajo hasta 14 dias después del condicionamiento, mientras que
aquellos con lesion unilateral de la amigdala (n=6 ), bilateral RAIC (n=7) y los sham (n=7),
tienen un elevado freezing en el test 1, el cual va disminuyendo paulatinamente con las
sucesivas exposiciones al tono. Es importante destacar el efecto de aquellos animales con la
lesion bilateral en RAIC cuyo freezing cae de manera abrupta en el test 3. El simbolo (**)
indica diferencia significativa de RAIC/Amy respecto al sham, (#) indica diferencia
significativa de RAIC/ Amy vs el grupo con lesion bilateral RAIC. Todos los valores de p
significativo son p<0,05
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Figura 43. Esquemas representativos de las lesiones realizadas con acido ibotenico
correspondiente al grafico anterior. Para ejemplificar el tipo de lesion realizada se
mapearon aquellos animales que tenian la lesion mayor (en negro) y la lesion menor (en
gris) para cada grupo. En A Esquema representativo de la desconexién realizada
lesionando la RAIC izquierda y la BLA derecha. En B Esquema representativo de la lesion
bilateral de la RAIC. En C Esquema representativo de la desconexion realizada con la
lesion RAIC derecha y la BLA izquierda. En D esquema representativo de la lesion
realizada en la BLA izquierda. En la parte superior de cada esquema se indica la distancia
respecto a bregma en el eje antero-posterior. Los cuadrados en la parte inferior de cada
esquema en A, C y D, representan un aumento del area con lesion para ver en detalle las

estructuras lesionadas.

V.111.11 Efecto de la desconexion mediante inactivacién cruzada en la

consolidacién del miedo condicionado

Para determinar si la desconexion del sistema interoceptivo con la amigdala afecta
el proceso de consolidacion de la memoria aversiva inducida por clave, realizamos el
tratamiento de desconexion cruzada con muscimol bajo un protocolo de extincion (Fig.
44A). La desconexion, realizada con muscimol, se efectué inmediatamente después del
condicionamiento (Dia 1) y los sucesivos tests de extincion se realizaron 24hrs. mas tarde.
(Dia 2) Aquellos animales que recibieron la microinyeccion de muscimol mostraron un
menor freezing en los primeros tests, confirmando que la desconexién afecta a adquisicion
del aprendizaje de miedo. En el primer bloque del dia 2 los animales microinyectados con
muscimol muestran un freezing inicial del 20%, vs salino con un freezing inicial del 77%
(Fig. 44 B). Los sucesivos tonos muestran un bajo freezing en el bloque 5 (promedio de las
ultimas 3 exposiciones al tono) lo cual da cuenta de que el proceso de extincion se lleva a
cabo de manera adecuada. En el dia 3, a diferencia del grupo salino el cual presenta ain un

elevado freezing (60%), los animales tratados con muscimol presentan un freezing muy
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bajo (18%). El test ANDEVA de dos vias de medidas repetidas, realizado en el dia 2, dio
cuenta de un efecto significativo del tratamiento (F, 60)=30.85, p<0.0001), del tiempo(F,
60)=4.04 p=0.0058) y pero no de la interaccion (F, 60)=0,75 ,61, p=0.5627 ). EIl post-test
Bonferroni confirma la diferencia del primer, tercer y cuarto bloque post infusion de
muscimol o salino. En el dia 3, se efectud un test de t de medidas no paramétricas (Mann

Whitney test) p=0,045. Todos los valores con diferencia significativa p <0.05.

Para determinar si la comunicacion entre insula y amigdala es mas relevante en un
hemisferio, separamos aquellos animales que infundimos con muscimol en la insula
izquierda y amigdala derecha de aquellos con canulas en la insula derecha y amigdala
izquierda. La desconexion de la insula izquierda con la amigdala derecha resulto ser mas
efectiva en alterar la adquisicion del aprendizaje asociativo (Fig.44 C). En el dia 2, aquellos
animales con la desconexion cruzada realizada en la insula agranular izquierda y amigdala
derecha (RAIC L /AMY R n=5) presentan un freezing bajo (11,8%) vs aquellos animales
con de salino (n=5),(estadisticamente significativo) pero no significativo, respecto a los
animales con muscimol en la insula agranular derecha y amigdala izquierda (RAIC
D/AMY L n=3) quienes tienen un freezing de 38% el cual es distinto del salino bloque. El
test ANDEVA de dos vias de medidas repetidas, realizado en el dia 2, dio cuenta de un
efecto significativo del tratamiento (F(, 40=32.22, p<0.0001), del tiempo(F, 40=18.91
p<0.0001) y de la interaccion (F(a, 40=0,78 ,61, p=0.0006). En el dia 3, se efectud un test
ANDEVA de una via de medidas, Post test- Bonferroni el cual indica diferencias existentes
solo entre RAIC L /AMY R vy salino .Todos los valores con diferencia significativa p
<0.05. Este resultado sugiere que el efecto del muscimol estd fuertemente lateralizado. El

analisis anatémico de las canulas se puede observar en la figura S1 (apéndice).
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Figura 44. La desconexion de la corteza insular y la amigdala, mediante la
inactivacion cruzada de la corteza insular agranular rostral (RAIC) y la amigdala
basolateral (BLA) con muscimol altera la consolidacién del miedo condicionado. (A)
Protocolo de extincion del miedo condicionado, el cual consta de 3 dias, dia 1 habituacion y
condicionamiento inmediatamente después del cual los animales son microinyectados con
muscimol (n=8) o salino (n=5), dia 2 protocolo de extincion en el cual se expone al animal
a 15 tonos consecutivos separados por un minuto cada uno en el contexto B y dia 3
recuperacion, 2 exposiciones al tono. (B) Porcentaje de freezing en el contexto B durante
los 3 dias. En el dia 1, el primer bloque representa el promedio de exposiciones al tono
durante la habituacién, el segundo bloque representa el promedio de freezing durante el
condicionamiento. En el dia 2 cada punto representa el promedio de 3 exposiciones al tono
(15 exposiciones ,5 bloques) .En el dia 3 se agruparon los dos tonos en un bloque. Solo
aquellos animales microinyectados con muscimol muestran bajo freezing inicial (19%), es
decir, no sostienen el condicionamiento a largo plazo lo cual se observa en todo el
protocolo de extincion y en el dia 3.Mientras que los animales microinyectados con salino
tienen un elevado freezing inicial (70%). En (C) el efecto del muscimol esta lateralizado.
En el dia 2, los animales con la desconexion cruzada presentan un freezing muy bajo vs
aquellos animales con de salino (n=5). Mientras que en el dia 3, solo la desconexion de
RAIC L y AMY D muestra diferencias significativas respecto al salino. En (B), (*) Indica
diferencia significativa de muscimol respecto al salino. En (C) (*) Indica diferencia
significativa de muscimol microinyectado en RAIC L /AMY R respecto al salino. (**)
Indica diferencia significativa de muscimol microinyectado en RAIC R /AMY L respecto al

salino Todos los valores de p significativo son p<0,05.

V.ILILIE  Efecto de la inactivacién bilateral de la RAIC en el aprendizaje y

extincion del miedo condicionado
Con el propésito de determinar si efectivamente la desconexidn es relevante y que
no basta con inactivar la corteza, evaluamos bajo el mismo protocolo (Fig. 45 A) la

adquisicion y extincién del aprendizaje asociativo del miedo .El freezing expresado por los
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animales 24 hrs. después la infusion de muscimol es igualmente elevado 77% y similar al
grupo control, 81%, (Fig. 45 B). Este resultado, junto con el trabajo de lesion sugiere que
por si sola la RAIC no influye en la adquisicion y expresion del miedo, pero sugiere
fuertemente que la RAIC podria participar en la mantencion del miedo condicionado o su
inactivacion potencia y/o acelera la extincion. EI ANDEVA de dos vias no reveld
diferencias significativas durante la extincion. Si existen diferencias en el dia 3, test de

(Mann-Whitnney) p <0,005. EIl anélisis anatdbmico de las canulas se puede observar en la

figura S2 (apéndice).
A Habituation Extinction Recall
&
Conditionting Only tone presentation
Musgimo/

cs cs +Us Saline cs cs

Wbl Wbl ¢ 111111222277 W
Day 1 ] Day 2 Day 3

Day 1 Day 2 Day 3
1080 - Muscimol RAIC bilateral (n=5)
O Saline RAIC bilateral (n=4)
80+
2 604 l
3
LE 40+
#
20+ I
L1
Cond Extinction Test
Blocks 3 trials Block 2 trials

122



Figura 45. La inactivacion bilateral de la corteza insular agranular rostral (RAIC) con
muscimol no altera la adquisicion ni la extincién del miedo condicionado pero bloquea la
recuperacion. (A) Protocolo experimental del condicionamiento y la extincion del miedo
condicionado. (B) El grafico de expresion de freezing muestra los 3 dias del protocolo. En el dia 1,
inmediatamente después del condicionamiento los animales fueron microinyectados con muscimol
(n=5) o salino (n=4). En el dia 2 los animales son expuestos al tono en el contexto B. Cada punto
representa un bloque de 3 tonos (5 bloques, 15 exposiciones totales). Las ratas tratadas tanto
muscimol como salino presentan un freezing elevado en el primer bloque, 77% y 81%
respectivamente, el cual extingue con las sucesivas exposiciones al CS. En el dia 3, los animales
son expuestos a dos tonos para evaluar la recuperacion; solamente aquellos animales
microinyectados con muscimol mantienen la extincion, es decir, no hay recuperacion del freezing.

(*) Indica diferencia significativa de muscimol respecto al salino (t-test).

V.ILILII  La consolidacién del miedo condicionado es dependiente de la

comunicacion RAIC y BLA

Con el propésito de determinar si existe una ventana de tiempo donde la
comunicacion entre el sistema interoceptivo y la amigdala participen en la formacion y
consolidacién de la memoria del miedo, efectuamos la inactivacién con muscimol 6 horas
después del condicionamiento (muscimol 6hrs n=6). Junto con los datos anteriormente
mostrados en la Fig. 44 B, la desconexién cruzada mediante la inactivacion 6hrs después
no impide la adquisicion del miedo como si lo hace la desconexion cruzada inmediatamente
después del condicionamiento Fig. 46 A. Se observa entonces que sélo aquellos animales
microinyectados con muscimol inmediatamente después del condicionamiento no sostienen
el miedo por un periodo largo de tiempo, es decir se afecta la consolidacion del miedo
aprendido, lo cual se confirma en la recuperacién (dia3); en contraste, los animales tratados
con muscimol 6hrs post-condicionamiento, quienes presentan un freezing elevado en los

primeros blogues y que decae con la extincién pero se recupera en el tercer dia (ver en fig.
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46 C), es decir, los animales microinyectados con muscimol en la RAIC izquierda y BLA
derecha inmediatamente después del condicionamiento— tienen una caida del freezing
respecto al condicionamiento (efecto intragrupo de muscimol Ohrs. RAIC L/AMY D
andlisis realizado con test de t pareado reveld diferencias entre el condicionamiento y el
primer blogue de extincion, p=0,0011) no asi el resto de los grupos. El test ANDEVA de
dos vias de medidas repetidas, realizado en el dia 2, dié cuenta de un efecto significativo
del tratamiento (F, 64=4.94, p=0.0214), del tiempo (Fy, 64=3.48 p=0.0122) y pero no de la
interaccion (F, 40=0,81, p=0.5928). EI post-test Bonferroni de comparaciones multiples,
muestra diferencias entre el muscimol microinyectado inmediatamente después con el
salino en el primer y tercer bloque, pero no diferencias con el muscimol infundido 6hrs
post-condicionamiento. En el dia 3, se efectué un test ANDEVA de una via y el post-test
Bonferroni, el cual indica diferencias existentes en la recuperacion, entre el muscimol
microinyectado Ohrs y 6hrs después, p<0,0001 (ver figura 46 C) pero no entre muscimol

Ohrs y salino Ohrs. Todos los valores con diferencia significativa en el dia 2 p <0.05.

Si bien es cierto, estos analisis dan cuenta de una diferencia dada por el tiempo en el
cual se inyecta el muscimol, ain son insuficientes y dejan ciertas dudas respecto a su
efecto. Con el fin de demostrar de mejor manera la ventana de tiempo en la cual
interacciona la RAIC y la BLA para la adquisicién y consolidacién de la memoria
evaluadas en el freezing al dia siguiente, nosotros reunimos el conjunto de datos de cada
grupo y promediamos el freezing total por grupo, como se puede ver en la figura 46B. De
esta manera se aprecia mejor el efecto de la desconexién inmediatamente después del
condicionamiento, el cual muestra un promedio de freezing menor (17,5%) que el salino

(60,92%) y, mas importante aun, que aquellos animales cuya desconexion se efectud 6hrs
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mas tarde (38,7%). El anélisis estadistico realizado (ANDEVA de una via, previo se
efectud el test de normalidad Kolmogorov-Smirnov) revel6 diferencias entre todos los

grupos, todos los valores de p significativo son p<0,05.
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Figura 46. La consolidacion del miedo condicionado es dependiente de la comunicacion entre
RAIC y BLA. (A) Se realiz6 el mismo protocolo de extincion visto en la fig. 49 A. Junto con los
datos vistos anteriormente, microinyeccion de muscimol inmediatamente después del
condicionamiento (muscimol Ohrs. n=8) y de salino inmediatamente después del condicionamiento
(saline Ohrs. n=5) se microinyectd un grupo de animales 6horas después del condicionamiento
(muscimol 6hrs n=6) Se observa que aquellos animales microinyectados con muscimol
inmediatamente después del condicionamiento pierden el miedo aprendido, lo cual se confirma en
la recuperacion (dia3); no asi con los animales muscimol 6hrs post-condicionamiento, quienes
presenta un freezing elevado en los primeros bloques y que decae con la extincion pero se recupera
en el tercer dia (ver en C). (B) Promedio de freezing en el protocolo de extincion (dia 2). El
promedio de freezing de los animales microinyectados con muscimol inmediatamente después del
condicionamiento es mucho mas bajo que el de los animales muscimol 6hrs (p<0,05) y que los
microinyectados con salino. EI promedio de freezing de los animales muscimol 6hrs muestra una
diferencia significativa con el grupo microinyectado con salino. En (C) Promedio de freezing en la
recuperacién (dia 3). So6lo aquellos animales microinyectados con muscimol Ohrs. mantienen un
freezing bajo, mientras que aquellos microinyectados con muscimol 6 hrs. recuperan el freezing
extinguido. En (B), ** indica diferencia significativa de muscimol Ohrs respecto al salino y (#)
indica diferencia significativa de muscimol Ohrs con muscimol 6hrs y salino. En (C) ** indica
diferencia significativa de muscimol Ohrs con ambos grupos. Todos los valores de p significativo

son p<0,05.

Para determinar si el efecto de la lateralizacion se extiende en el tiempo y altera la
consolidacién de las memorias aversivas, al igual que en la figura 44 C, realizamos una
separacion de los datos en relacion a la desconexion efectuada ya sea en insula izquierda y
amigdala derecha o insula derecha y amigdala izquierda, para los animales microinyectados

con muscimol Ohrs y 6hrs después del condicionamiento (Fig. 46 A, By C).

Cuando se observa las curvas de extincion de los cuatro grupos, muscimol 0 hrs.
RAIC L/AMY D n=5, RAIC D/AMY L n=3; muscimol 6hr. RAIC L /AMY D n=3; RAIC
D/ AMY L n=3) Se nota que los animales microinyectados con muscimol en la RAIC

izquierda y BLA derecha inmediatamente después del condicionamiento, tienen una caida
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del freezing respecto a los animales con microinyeccién en la RAIC derecha y BLA
izquierda 6hrs. después (Fig. 47 A). El test ANDEVA de dos vias de medidas repetidas,
realizado en el dia 2, mostr6 un efecto significativo del tratamiento (F 64=5.64,
p=0.0159), del tiempo(F 4, 40=5.75 p= 0,0009), pero no de la interaccion (Fo, 40=0.98 ,
p=0.4838). EIl post-test Bonferroni de comparaciones maltiples, muestra diferencias entre
el muscimol microinyectado inmediatamente después con el salino en RAIC L/BLA D en
el primer, segundo Yy tercer bloque. Todos los valores de p significativo son p<0,05. Cuando
evaluamos el freezing total durante la extincion en cada grupo (Fig. 47 B), se observa que
los animales microinyectados con muscimol inmediatamente  después  del
condicionamiento en RAIC L / AMY D tienen un freezing significativamente menor
respecto a los dos grupos (Ohrs y 6 hrs) con infusiéon RAIC D / AMY L (test de t, Mann
Whitney p <0,005) y los animales muscimol 6hrs RAIC L /AMY D presentan un freezing
significativamente méas bajo que los dos grupos (Ohrs y 6 hrs) con infusion RAIC D / AMY
L (test de t, Mann Whitney p <0,005). Cuando evaluamos el tercer dia, s6lo los animales
con infusion Ohrs. en RAIC L /AMY D, tienen un bajo y significativo freezing respecto a
los dos grupos microinyectados 6 horas después del condicionamiento (Test de t, Mann
Whitney p <0,005). Es decir aquellos animales con la desconexion cruzada después del
condicionamiento e independiente del lado, muestran en el dia 3 un bajo freezing (aunque
el grupo RAIC D /AMY L, no es significativo), los animales con la desconexion 6 hrs
después recuperan el freezing, y su efecto es similar al visto con la infusion de salino
inmediatamente después del condicionamiento (Fig. 47 C) Juntos estos resultados
confirman que la desconexion RAIC y BLA alteran la adquisicion del aprendizaje

asociativo del miedo, y ademas sugieren fuertemente la existencia de una ventana temporal
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de comunicacion entre estos dos sistemas y respalda la idea de una lateralizacion del

aprendizaje asociativo emocional.
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Figura 47. La lateralizacion en la consolidacion del miedo condicionado. (A) Se realizé
el mismo protocolo de extincion visto en la fig. 49 A. Se analizaron los animales
microinyectados con muscimol inmediatamente después del condicionamiento y 6hrs
después del condicionamiento. En (A) se observan las curvas de extincion de los cuatro
grupos (muscimol Ohrs. RAIC L/AMY D n=5, RAIC D/AMY L n=3; muscimol 6hr. RAIC
L /AMY D n=3; RAIC D/ AMY L n=3). Aquellos animales microinyectados con muscimol
en la RAIC izquierda y BLA derecha muestra una caida del freezing respecto al
condicionamiento (efecto intragrupo del muscimol), pero solo aquel grupo inyectado
inmediatamente después del condicionamiento es diferente del resto de los grupos
inyectados n la RAIC izquierda y BLA derencha. (B) Promedio de freezing en el protocolo
de extincion (dia 2). ElI promedio de freezing de los animales microinyectados con
muscimol inmediatamente después del condicionamiento 'y 6 horas después del
condicionamiento. Como se vié en A, soolo el grupo MUSC 0Ohrs. RAIC L/AMY D fue
significativamente menor que el resto de los grupos, mientras que el grupo MUSC 6hrs
RAIC D/AMY L present6 un menor freezing respecto al MUSC 6hrs RAIC D/ AMY L. En
(C) Promedio de freezing en la recuperacion (dia 3). Solo aquellos animales
microinyectados con muscimol Ohrs. en RAIC L/ AMY D mantienen un freezing
significativamente bajo, mientras que aquellos microinyectados con muscimol 6 hrs.
recuperan el freezing extinguido. En (A), (#) Indica diferencia significativa de muscimol
Ohrs RAIC L /AMY D respecto a MUSC 6hrs RAIC D/ AMY L. En (B) y (#) indica
diferencia significativa de muscimol Ohrs RAIC L /AMY D respecto al resto de los grupos
y (**) diferencia MUSC 6hrs. RAIC L/AMY D respecto a MUSC 6hrs RAIC D/ AMY L.
En (C) (#) indica diferencia significativa de muscimol Ohrs RAIC L /AMY D respecto al

resto de los grupos. Todos los valores de p significativo son p<0,05.
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V.IILILIV Efecto de la desconexion cruzada en el aprendizaje y extincién del miedo

condicionado bajo un paradigma de estrés post-traumatico

Para determinar si la conectividad funcional entre RAIC y la amigdala es
fundamental en la adquisicion de memorias emocionales, o sélo en su expresion, nosotros
realizamos la desconexion pero de manera reversible, esto es inactivamos por un periodo de
tiempo especifico utilizando muscimol la RAIC y la BLA. Esta desconexion cruzada se
realizd inmediatamente despues de cada condicionamiento y sigue el protocolo que se
observa en la figura 48 A. Veinticuatro horas después del segundo dia de
condicionamiento se evaluo6 el aprendizaje del miedo condicionado, con la exposicion al
tono en el contexto B, tal como se hizo en el experimento anterior. Aquellos animales con
la desconexion con muscimol mostraron un menor freezing que aquellos animales
microinyectados con salino en el test 1 En la Fig. 48 B, la desconexion cruzada animales
con infusion de muscimol en RAIC derecha y amigdala izquierda junto con animlaes en
infundidos con muscimol en RAIC izquierda y amigdala derencha muestran un freezing
bajo (48%) vs aquellos animales con infusion de salino post- condicionamiento (98,57%).
Si bien es cierta esta diferencia es estadisticamente significativa 24hrs. y 144hrs. después
del condicionamiento, se puede observar que los dos grupos varian ampliamente en la
expresion de freezing del test 1 al test5. En el test 6 la expresion del freezing es similar, y
desde este punto en adelante el grupo salino continua disminuyendo el freezing, mientras
que aquellos animales con la desconexidn cruzada tienen a recuperar levemente el freezing.
El test ANDEVA de dos vias de medidas repetidas mostro un efecto significativo de la
interaccion (F (7, 92)=4.28, p=0.0004), el tiempo (F(7, 91)=4,69, p=0.0004) y del tratamiento

solo (F¢7, 91=10,15 , p=0.0071). El post-test de Bonferroni confirma el efecto de la

131



desconexién con muscimol, con bajos niveles de freezing en las ratas con desconexion
cruzada en relacion a las ratas salina en el test 1 y test 5. (Fig. 50 B, todos los valores de p

<0.05).

Estos resultados confirman que la comunicacion funcional de la corteza insular con la
amigdala es relevante en la adquisicion del miedo condicionado. Ademas siguieren
fuertemente que existe una alteracién en la extincion del miedo condicionado cuando se ve

alterada la adquisicion.
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Figura 48. La desconexion de la corteza insular y la amigdala, mediante la
inactivacion cruzada de la corteza insular agranular rostral y la amigdala basolateral
con muscimol altera la memorias emocional de miedo a largo plazo. (A) Protocolo
experimental del condicionamiento y la expresion del miedo condicionado. (B) Porcentaje
de freezing en el contexto B, después del condicionamiento los animales son expuestos solo
al tono asociado con el footshock, aquellos animales con la desconexion cruzada
(Muscimol n=8), presentan un freezing muy bajo (48%) vs aquellos animales con infusion
de salino (n=7) post-condicionamiento (98,57%) durante el test 1. Desde el test 2 al test 4,
no hay diferencias significativas entre muscimol y salino. Sin embargo en el test 5 hay una
caida en los animales infundidos con muscimol (39%) y un aumento en los salinos (86%),
lo cual es significativamente diferente. (*) Indica diferencia significativa de muscimol
respecto al salino. Todos los valores de p significativo son p<0,05. El analisis anatomico de
las canulas se puede observar en la figura S3 (apéndice).
V.111.11 La corteza insular granular es relevante en la expresion del miedo

condicionado

Efecto de la inactivacion de la corteza insular interoceptiva primaria durante la

reactivacion de la memoria testeado en la expresion del miedo condicionado

Para evaluar el rol de la corteza insular en la reconsolidacion de las memorias de
miedo, nosotros inactivamos la region parietal rostral de la insula granular inmediatamente
después de la primera reactivacion usando NeoSTX. Para evaluar la especificidad de la
inactivacion insular infundimos NeoSTX en una corteza adyacente como la SSp o salino en
la ICgPAr de las ratas condicionadas. 24 horas después del condicionamiento, todas las
ratas mostraron niveles similares de condicionamiento al freezing durante la primera

presentacion del tono el contexto B (Fig.49b, Test 1, ANDEVA de una via, p=0.8046). En
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los dias que contindan, las ratas microinyectadas con NeoSTX en la ICgPAr mostraron una
significativa disminucion del freezing en el contexto B en relacién a las inyectadas con
NeoSTX en SSp o Vehiculo en la ICgPAr. Se observo una significativa disminucion del
condicionamiento a freezing en todos los tests de las ratas ICgPAr con NeoSTX, incluso 29
dias después de la infusion (Fig. 49b Tests 2-11; ANDEVA de una via seguido del test de
comparaciones mdaltiples Bonferroni, p<0.0001) mientras que las ratas inyectadas con
NeoSTX en la SSp (ANDEVA de una via seguido del test de comparaciones multiples
Bonferroni, p<0,0001) o vehiculo en la pIC (ANDEVA de una via seguido del test de
comparaciones multiples Bonferroni, p<0,0001) mostraron altos niveles de freezing hasta
10 dias después de la inactivacion cortical (Fig 49 b, Tests 2-7). Test ANDEVA de dos vias
de medidas repetidas mostro un efecto significativo del tratamiento (Fp, 160= 20.39,
p<0.0001), el tiempo (Fo, 160)= 24.21, p<0.0001) e interaccion (Fo, 160)= 3.67, p<0.0001).
El post-test Bonferroni revel6 bajos niveles de freezing en las ratas NeoSTX ICgPAr en
relacion a las ratas vehiculo en pICy NeoSTX SSp en los tests 2-6 (Fig. 42 b, todos los

valores de p <0.05).

El freezing inducido por contexto en el contexto A fue también afectado por la
inactivacién de ICgPAr (Fig. 49c¢). Las ratas condicionadas infundidas con NeoSTX en la
ICgPAr mostraron menor freezing inducido en el contexto A (el contexto en cual ocurri6 el
condicionamiento) que los grupos controles. ANDEVA de dos vias de medidas repetidas
mostro un efecto significativo del tiempo e interaccion (Fgs, 1449= 2.04, p=0.0111). EI post
—test Bonferroni reveld bajos niveles de freezing en ratas NeoSTX ICgPAr cuando son

comparadas con las ratas microinfundidas con vehiculo en ICgPAr en los 3-9 o0 en los test
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4-9 en relacion a las ratas microinfundidas con NeoSTX en SSp (Fig. 49 c, cada valor de p

<0.05).
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Figura 49. La inactivacion de la corteza insular granular parietal rostral altera la expresion
del miedo condicionado. (A) Protocolo experimental del condicionamiento y la expresion
del miedo condicionado. (B) porcentaje de freezing en el contexto B, después del
condicionamiento los animales son expuestos solo al tono asociado con el footshock,
inmediatamente después del test 1llas ratas eran inyectadas con NeoSTX en la corteza
insular, o en la corteza SSp o salino en la corteza insular. S6lo los animales con inyeccion
de NeoSTX en ICgPAr, disminuyeron su freezing en el test 2 y los test siguientes de
manera sostenida. El asterisco indica indica p<0,05. (Cy D) porcentaje de freezing en el
contexto A, aquellos animales con NeoSTX en la corteza insular disminuyen la expresion
del freezing cuando esta solo la clave de contexto (pre-tono en C), ya que cuando estan
todas las claves (contexto mas tono, en D) no existen diferencias en relacion a infusion de
NeoSTX en SSp o salino insula. (E) La inyeccién de NeoSTX en la corteza insular no
altera la actividad locomotora en los animales cuando se evalua el test 1 y test 2. (F) En la
region superior izquierda, fotomicrografia representativa del sitio de inyeccion, a la derecha
un esquema representativo del atlas de Swanson del &rea inyectada. En la parte inferior
esquemas representativos del posicionamiento de canulas. Barras de error indican error

estandar; n es el nimero de ratas.

La disminucion en el freezing de ratas condicionadas observado en ICgPAr con
NeoSTX no fue causado por un déficit motor o sensorial, ya que la NeoSTX no tiene efecto
sobre el movimiento en general o el procesamiento auditivo (Fig 49 e, test Mann Whitney,
p= 0.3649). En el contexto A la presentacion del tono en las ratas condicionadas con
NeoSTX en ICgPAr presentaron un elevado freezing durante todos los tests. (Fig 49 d,
ANDEVA de una via de medidas repetidas, Bonferroni post-test; F, 45= 1.65, p= 0.1311).
ANDEVA de dos vias de medidas repetidas mostro un efecto significativo del tratamiento
(F(2, 1449= 7.16, p= 0.0215), time (F(o, 144y= 2.82, p= 0.0055) pero no de la interaccion (Fs,

1429= 0.58, p= 0.8120). Sin embargo, el post-test bonferroni mostro que no habia efecto

137



significativo. La posicién anatomica de las canulas se observa en la figura. Estos resultados
sugieren que la ICgPAr media las respuestas del miedo condicionado y sugiere que podria
acelerar la extincion del miedo condicionado.

Efecto de la inactivacion de corteza insular interoceptiva primaria en la expresion
el miedo condicionado

Para evaluar si la pIC es fundamental en la expresion del miedo condicionado,
nosotros la inactivamos previo al tercer test de exposicion al tono en el contexto B (dia 2)
usando muscimol, cuyo efecto dra 3-4 h en lugar de la semana que inactiva NeoSTX.
Nosotros evaluamos estos resultados comparandolo con el efecto de la NeoSTX (y los
controles que alli se utilizaron). Todas las ratas, al igual que el experimento anterior,
mostraron niveles similares de condicionamiento al freezing durante la primera
presentacion del tono e | contexto B (Fig. 50B, test 1, ANDEVA de una via, F=0,5944;
p=0,6253). Posterior a la inyeccion de maximo, las ratas microinyectadas en la pIC con
muscimol no mostraron una disminucién del freezing en el contexto B en relacién a las
inyectadas con vehiculo en la pIC (Fig. 50B, test 3, ANDEVA de una via; p= 0,1055). Se
observé ademéas que, a diferencia de lo que ocurre en las ratas con NeoSTX, estos
animales no muestran una curva pronunciada de extincion e incluso se observa que el
freezing adn sigue siendo elevado respecto a los animales vehiculo en la pIC y que poseen
NeoSTX en la SSp (Fig. 50B) ANDEVA de dos vias de medidas repetidas, post-test
Bonferroni no mostré un efecto significativo del tratamiento (F(, 144=3,48, p= 0,541). La
inactivacion cortical con muscimol no afecta directamente la expresion del miedo

condicionado, como se observa en la figura 43.
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Figura 50. La inactivacion de la corteza insular granular parietal rostral (pIC) con
muscimol, previo a la exposicion al tono, no modifica la expresién de freezing. (A)
Protocolo experimental del condicionamiento y la expresion del miedo condicionado. (B)
porcentaje de freezing en el contexto B; después del condicionamiento los animales son
expuestos solo al tono asociado con el footshock, previo al test 3 las ratas fueron
inyectadas con muscimol en la corteza insular. Las demds curvas son aquellos animales
con NeoSTX, en la corteza insular y en SSp y salino en la insula. . No hubo efecto con el
muscimol. (C) Esquema representativos del area inyectada. Barras de error indican error

estandar; n es el nimero de ratas.
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VI DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta tesis han permitido determinar al menos 4 regiones
diferentes de la corteza insular granular de la rata. Estas diferentes areas de la insula
granular tienen conexiones reciprocas entre si, que permitieron proponer una organizacion
jerarquica. Demostramos funcionalmente que la corteza insular agranular anterior (RAIC) y
su vinculo con la amigdala son esenciales en el aprendizaje y consolidacion de la memoria
asociativa del miedo. Sugerimos que este vinculo esta lateralizado e influye fuertemente en
las memorias emotivas a largo plazo. Finalmente se demostré que la corteza insular parietal
rostral es importante en acelerar la extincion del miedo condicionado, pero no lo es para su

expresion.

VI. | La corteza insular granular presenta cuatro diferentes subdivisiones y

esta jerarquicamente organizada.

La division clésica de corteza insular anterior y posterior que han planteado
diferentes autores, debe ser modificada. Esta division basada en estudios de registros
electrofisiologicos gustatorios o viscerales lleva a confusion respecto a la funcién de la
corteza. Debido a su amplia extensién en el eje antero-posterior, cerca de 7mm, y a sus 3
divisiones en el eje dorso-ventral en cortezas granular, disgranular y agranular, es necesario
proponer una organizacion complementaria a la ya existente, la cual debe considerar los

nuevos estudios neuroanatémicos, conductuales y electrofisiologicos.

Si bien es cierto hay ideas sobre la extension de la region interoceptiva primaria en
la rata, ella aln no ha sido claramente establecida, y en general se han descrito sus limites

en conjunto con la region disgranular y en base a sus conexiones con la corteza
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somatosensorial y la amigdala. Nosotros consideramos las proyecciones desde el VPLpc,
las proyecciones de otros dos nucleos talamicos VPMpc y el nicleo posterior del talamo y
las proyecciones cortico-corticales como criterios neuroanatomicos para redefinir los
limites de la region interoceptiva de la corteza insular. Junto con redefinir los limites de la
corteza interoceptiva, hemos sugerido una organizacion jerarquica y un flujo de

informacion desde la insula granular diferente al planteado por otros autores.

En esta parte de la tesis se utilizaron microinyecciones de trazador anterogrado y
retrogrado en diferentes regiones de la corteza insular granular, para determinar la posible
existencia de un corteza de segundo orden visceral. Los resultados confirmaron la presencia
de una regién insular granular que es diferente en su patrén de conexiones cértico-
corticales y cértico-talamicas con la conocida region parietal granular. Ademas se demostro

la existencia de dos subdivisiones mas de esta corteza granular insular.

VIL.L.I Corteza insular visceral: La corteza granular anterior es una corteza

interoceptiva

El nucleo talamico interoceptivo VPLpc envia sus aferencias exclusivamente a la
region granular de la corteza insular. Esta marca se extiende desde 0,45mm por delante de
bregma hasta cerca de 1,33mm por detras de bregma. Ademas de esta proyeccion caudal,
existe una marca que es consistente en las diferentes inyecciones realizadas en el VPLpc.
Esta marca rostral va desde +2,8mm hasta aproximadamente 1,7mm por delante de bregma,
y no ha sido descrita previamente. Se ha sugerido que esta region puede ser una zona
anterior granular de la corteza insular, lo cual hemos confirmado evaluando sus
proyecciones eferentes, las cuales son completamente diferentes de las que se observan en

regiones dorsales (no mostradas) o ventrales (RAIC) y diferentes de niveles mas caudales
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de la region granular; esta region anterior la hemos denominado corteza insular granular
anterior (ICgA), mientras que a la region clasica de las proyecciones del VPLpc hacia la
region posterior aqui la denominamos corteza insular parietal rostral (ICgPAr), nombre

utilizado por Shi y Cassel (1998).

La proyeccion desde el VPLpc hacia la corteza insular granular parietal descrita
aqui difiere levemente con los trabajos mas clasicos de estas proyecciones, lo cual puede
estar dado por el tamafio de nuestra inyeccion, ya que es mucho mas acotada permitiendo
mas precision de las aferencias y con menos errores respecto a la proyecciones de otros
nucleos adyacentes al VPLpc en el talamo. Cecheto y Saper describieron que las aferencias
mas rostrales terminan en +0,95mm y el limite caudal en -1,4mm; nosotros restringimos el
limite rostral hasta +0,45mm. Estudios de registro electrofisiolégico (Cechetto 1987,
Cecheto 1990; Allen 1991; Saper C. B. 1995; Hanamori y Col 1998) han demostrado que
esta zona de la insula granular responde a estimulos viscerales y nociceptivos
(posiblemente gustatorios, aunque la distincion dorso ventral es poco clara) y estas
respuestas fueron registrados entre +2mm y -1,33mm de bregma. Estos limites son
aproximados ya que las referencias neuroanatémicas suelen cambiar en estudios diferentes,
siendo estas referencias la comisura anterior, el cruce de la arteria cerebral medial o el
nucleo lecho de la estria terminal. Los registros dan cuenta de una zona posterior o parietal
(nuevamente cambia dependiendo del autor) descrita muchas veces como region visceral
sensorial (o interoceptiva) bastante definida, pero a su vez muestran que las respuestas
viscerales se extienden mas rostralmente al sitio de proyeccion del VPLpc (Saper C. B.
1982; Cechetto 1987; Cecheto 1990; Allen 1991; Saper C. B. 1995; Hanamori y Col 1998),

lo que sugiere la existencia de otro nucleo taldmico que estd enviando importantes
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aferencias viscero-sensoriales hacia regiones rostrales de la corteza insular, y ademas deja
en evidencia que la parte mas rostral de la insula no puede ser denominada simplemente

gustatoria ya que es capaz de responder a estimulos interoceptivos.

VIL.LI1I La corteza insular parietal rostral es una corteza interoceptiva

La region parietal rostral de la insula granular (ICgPAr) presenta proyecciones hacia
otras &reas de la corteza insular granular, pero con un patron diferente en las capas donde
llegan sus terminales. Hacia la region anterior presenta densas proyecciones sin un patrén
claro de marca, aunque con una gran densidad de proyecciones hacia la capa iv que se
extiende desde 2,8mm por delante de bregma hasta +1,7mm. Las proyecciones hacia la
insula granular posterior (ICgP), son diferentes y se encuentran en ambos hemisferios. Las
aferencias hacia nucleos talamicos son principalmente hacia el VPLpc, el VPL y la cara

externa del RT.

Esta region ha sido descrita como la region visceral o interoceptiva de la corteza
insular. Registros electrofisiol6gicos realizados en la corteza insular granular denominada
posterior (entre 1mm por delante de bregma y 1,5mm por detras de bregma) indican que sus
neuronas responden a una variedad de estimulos sensoriales interoceptivos (Cecheto D. F.
and Saper C. B., 1990; Ito S. 1., 1998; Saper C. B., 1995; Zhang Z. y Oppenheimer S. M.,
2000; Saper C. B., 2002; Ichiyama R. M., Waldrop T. G. y lwamoto G. A., 2004; Jasmin L
y Col 2004). De manera interesante, Cechetto y Saper demostraron que en la corteza
insular granular posterior de la rata existe una organizacion viscerotopica; con neuronas
gastrointestinales localizadas rostralmente, neuronas cardiovasculares situadas caudalmente
y neuronas quimiosensoriales en una posicion intermedia (Cechetto D. F. and Saper C. B.,

1987; Cecheto, D. F. and Saper, C. B., 1990). Estas observaciones llevaron a proponer que
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esta regién de la corteza insular tiene una representacion sensorial visceral organizada de
una manera similar a la corteza somatosensorial y que tendria un rol clave en el

procesamiento de la informacion visceral.

Trabajos conductuales realizados en nuestro laboratorio, han descrito los efectos de
la inactivacion de ICgPAr en animales bajo diversos paradigmas conductuales. Casanova y
colaboradores en el afio 2013 demostraron que la inactivacion transitoria de la ICgPAr,
Ilamada pIC en el articulo (por incluir posiblemente areas ventrales disgranulares y
agranulares), en animales bajo con un protocolo de hipoxia intermitente cronica altera
algunas variables autonémicas (Casanova y Col 2013). Un importante trabajo realizado por
Contreras y col. demostr6 por primera vez la participacion de esta region en el deseo
compulsivo en la busqueda de anfetamina, ya que su inactivacion inhibe la busqueda de
droga en el paradigma de preferencia de lugar (Contreras y col 2007) lo cual estaria
asociado a la imposibilidad de hacer consciente el malestar asociado al craving, y su
inactivacién suprime el malestar asociado a inyeccion de cloruro de litio, reforzando esta
ultima idea. Estos resultados sustentan y son antecedentes fundamentales de los resultados

conductuales obtenidos en esta tesis y que son discutidos mas adelante.

Aunque se ha descrito su funcidon como una corteza interoceptiva, ¢es esta su Unica
funcién?. Estudios de trazadores y de respuestas electrofisiologica que evalGan las
respuestas auditivas de la corteza insular, demostraron que existe una zona que responde a
estimulos auditivos y recibe inputs desde diferentes nicleos subcorticales que llevan
informacién auditiva (Rodgers K. et al 2008; Kimura et al 2010). Los limites que se han
planteado se han hecho en base a las respuestas electrofisioldgicas las cuales coinciden con

las proyecciones desde la region auditiva secundaria (VA). Estos limites irian desde 0,3mm
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hasta 1,5mm caudales a bregma (en otros van desde -0,5 a -1,5mm) en la region granular
(Kimura et al. 2010). En estos mismos trabajos se ha demostrado que la zona caudal a esta
zona auditiva seria un area multisensorial, respondiendo a estimulos somatosensoriales,

nociceptivos y auditivos.

Ademas Kimura propone aferencias desde la insula granular mas caudal. Estas
aferencias coinciden en varias regiones con las propuestas aqui pero también describe otras
con las cuales discrepamos. Las aferencias hacia regiones prefrontales de manera directa,
desde la insula granular parietal hacia la corteza agranular mas rostral (Ald) nos parece que
ha sido mal asignada, ya que de acuerdo a diversos articulos previamente descritos (Van De
Werd H. y Col 2008; Jasmin L y Col 2004) y segun los atlas propuestos por el trabajo de
Kimura y aqui también citados, la extension en el eje dorso-ventral de la capa granular de la
insula es mayor, y por tanto las aferencias caerian en la zona granular anterior (ICgA). Las
proyecciones talamicas coinciden con las descritas en nuestro trabajo, aunque son capaces
de describir los grandes botones que se localizan en el Po, posiblemente a que la inyeccion
es menos densa. Nosotros hemos descrito estos terminales con grandes botones hacia el

nucleo VPMpc, tipo de aferencia que discutiremos mas adelante.

Si bien es cierto estos resultados avalan la idea de una subdivision de la corteza
insular granular caudal en dos zonas completamente diferentes y sugieren que la insula
granular parietal rostral tendria un limite similar al sugerido en este trabajo, también da
cuenta que la region que se ha propuesto como interoceptiva primaria podria también ser un
area auditiva, dejando de ser una corteza uni sensorial (monosensorial) a ser una corteza

multisensorial.
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VIL.LIII Corteza insular granular anterior es una corteza visceral secundaria

La region anterior de la corteza insular se ha descrito clasicamente como una zona
gustatoria, aunque con poca claridad en el eje dorso ventral de las respuestas
electrofisiologicas a sabores. La estimulacion eléctrica de la cuerda del timpano (chorda
tympani), rama parasimpatica del nervio submandibular y nervios linguales que son
responsables del sabor en la parte anterior de la lengua (Yamamoto 1984 y 1987) resultaron
en potenciales evocados en la corteza insular anterior, mientras que la estimulacién en el
glosofaringeo, noveno par craneal que inerva la parte posterior de la lengua y la faringe,
esta representada mas caudal en la insula (Yamamoto 1984; 1987). Si bien es cierto en un
inicio se planted, dado el mapeo de potenciales evocados, que la porcion gustatoria estaba
en la region anterior de la corteza insular granular (Yamamoto 1984; 1987), estudios
posteriores dieron cuenta que la region gustatoria de la corteza insular estaba en la region
disgranular y agranular. Mientras que para la region granular anterior se ha demostrado

que responde a estimulos termales linguales y no a estimulos gustatorios (Kosar et. al 86).

Los estudios neuroanatomicos de las aferencias talamicas de la region granular
anterior de la corteza insular son escasos. El trabajo de mayor precision de las proyecciones
desde la region lateral del VPMpc hacia la corteza insular, demostré que este nucleo
proyecta de manera restringida a la region granular y solo hasta 1,7mm rostral a bregma
(tampoco detalla con precision la longitud de las proyecciones en el eje antero-posterior)
(Nakashima y Col 2000). Se ha descrito mas arriba que la literatura planteaba que el
VPLpc envia sus proyecciones hasta aproximadamente 1mm rostral a bregma. En resumen
estos trabajos no dan cuenta de la region taldmica que proyecta hacia la parte mas rostral de

la insular granular.
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Nosotros proponemos en esta tesis, que ambos nucleos talamicos proyectan hacia la
region mas anterior de la corteza insular granular y podria ser una region visceral de una
organizacion jerdrquica diferente o que represente viscerotopicamente las regiones
superiores de nuestro cuerpo. Entonces que esta region que responde a estimulos termales
(viscerales) es inervada por el VPLpc y VPMpc seria una region visceral anterior cuyo

[imite rostral seria +2,8 mm hasta +1,7 mm.

Las proyecciones desde la region anterior de la ICgA alcanzan la region
interoceptiva primaria. Esta marca se extiende desde +0,45mm hasta -0,51mm. Las
proyecciones hacia la ICgPAr sigue un patrén laminar caracteristico de una corteza de alto
orden (HO, high order) hacia una corteza de primer orden (FO, first order). Esta
organizacion laminar, tiene un patrén asimétrico respecto a las proyecciones que recibe
desde ICgPAr. Como ha sido descrito por Coogan (Coogan 1990), la organizacion laminar
es un reflejo de la organizacion jerarquica de las cortezas, y en este caso la region granular
rostral seria un area jerarquicamente mas elevada que ICgPAr , ya que recibe importantes
aferencias desde la insula granular parietal rostral, con gran fuerza en la capa iv,
organizacion laminar caracteristica desde una corteza de primer orden (feedforward

projection) y envia de vuelta (feedback projection) aferencias asimétricas.

VL.LIV Corteza insular granular posterior

Entre corteza insular granular anterior y la corteza interoceptiva primaria, esta una
region que hemos denominado regién granular posterior (ICgP). Esta es un area intermedia

que no ha sido claramente definida.
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Como se planted en nuestros resultados, la inyeccién en el VPMpc envia aferencias
hacia la corteza insular granular a partir de 2,8mm anterior a bregma la cual se extiende con
gran densidad hasta 1,45mm anterior a bregma, marca en la ICgA, y luego la marca aparece
entre +0,95mm y 0 bregma. Esta Gltima proyeccion es acotada y representa un area donde
solo el VPMpc proyecta, por lo cual se puede definir como un &rea completamente
diferente de la region interoceptiva primaria (ICgPAr), donde solo proyecta el VPLpc, y de
la region anterior granular que recibe aferencias talamicas de VPLpc y VPMpc. Debido a
que un error pequefio puede asignar una aferencia que no existe hacia un area de la corteza
insular completamente diferente, nosotros evaluamos de manera exhaustiva las
proyecciones y comparamos con aferencias de otros ndcleos talamicos realizando un

acucioso analisis neuroanatomico para definir con certeza las aferencias del VPMpc.

La proyeccion del VPMpc hacia la corteza insular granular posterior, 1CgP,
procesaria informacion diferente de las otras areas de la corteza insular granular. La ICgP
seria un area visceral secundaria, y la region anterior un area secundaria o multimodal de la
corteza granular. Trabajos previos han mostrado que el VPMpc proyecta hacia la region
granular, pero de manera acotada (Nakashima y Col 2000), y otros han descrito las
aferencias hacia el VPMpc desde la insula granular (Shi y Cassel 1998). En este Gltimo
trabajo se describen aferencias hacia otros dos nucleos talamicos desde ICgP, el VPM y
PO. Nosotros encontramos aferencias tanto al VPMpc, VPM vy al VAL., siendo esta ultima
aferencia compleja de establecer ya que podria ser parte de la region mas rostral del PO. La
inyeccidn de trazador retrogrado en esta misma area confirmd la proyeccion desde el

VPMpc, aungue no se observo otro nicleo talamico que proyectara hacia ICgP.
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La corteza insular granular posterior (ICgP) es un area que se conecta de manera
reciproca con el VPMpc y que proyecta hacia los ndcleos VPM y posiblemente el VAL
(PO). ElI VPMpc se ha descrito como un ndcleo taldmico que transmite informacion
gustatoria, termal y somatosensorial de la cavidad oral (lengua, paladar). La informacion
sensorial proveniente de la cuerda del timpano, nervios linguales y glosofaringeos llega
ordenada somatotépicamente hasta el ndcleo del tracto solitario (NTS) y al nicleo
parabraquial (PB). Las neuronas del PB, que reciben aferencias gustatorias y viscerales
desde el NTS rostral y caudal, a su vez realizan sinapsis con la region medial y lateral del
VPMpc. Se ha planteado que las ramas del nervio facial y el glosofaringeo pueden ser
complementarias, pero distintas de las que provee el sistema trigeminal (que termina en el
VPM) y que pueden interactuar tanto a nivel de receptores como de sinapsis centrales; sin
embargo, se desconoce ddénde interactian y cudl seria su funcion. Datos mas recientes
muestran que la corteza insular granular y la corteza disgranular serian las regiones que mas
densamente proyectan y reciben de la region dorsolateral del subnucleo trigeminal caudal
(\Vc), y del subnucleo oral (Vo) (Sato F. 2013), los cuales envian informacion nociceptiva
de la cavidad oral, y por lo tanto la corteza insular podria ser un buen candidato para la

interaccion central de estos nervios periféricos.

Las conexiones corticales desde ICgP son escasas y principalmente se dirigen hacia
otras areas de la corteza insular, lo que sugiere que podria ser una corteza de primer orden.
Las proyecciones hacia regiones rostrales llegan hacia la ICgA en las capas superficiales y
hacia regiones caudales la principal proyeccion es hacia zonas agranular posterior. A
diferencia de otros trabajos, no encontramos proyecciones hacia la regién disgranular

(gustatoria) de la corteza insular; esto sin duda es controversial, ya que Shi y Cassel,
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sugieren un patrén jerarquico de conexiones en base a las proyecciones presentes desde la

insula granular hacia la corteza disgranular.

Las proyecciones de la corteza insular agranular posterior han sido descritas
previamente, y se conoce que sus principales aferencias proyectan hacia regiones rostrales.
Llegan a la corteza insular agranular rostral, la posible area de mas alto orden jerarquico del
sistema interoceptivo la cual podria reunir y procesar toda la informacion interoceptiva

desde la corteza insular granular.

V1.1V Corteza Insular Parietal Caudal ICgPAc

La region parietal caudal de la corteza insular granular (ICgPAc) se ha descrito por
Shi y Cassel 1998 como un area que recibe aferencias desde la corteza somatosensorial
secundaria y el nlcleo taldmico posterior que tienen la representacion de las extremidades,
y envia aferencias hacia la corteza insular disgranular en niveles mas rostrales y parietales,
siendo un &rea de paso de informacion somatosensorial hacia otras regiones de la insula o la
amigdala, con representaciones viscerosensoriales con una funcion poco clara. Los limites
rostro-caudales de esta zona serian desde 1,5mm detrés de bregma hasta cerca de 4mm por

detras de bregma.

Nosotros hemos descrito que esta corteza recibe informacion desde la zona mas
caudal de la corteza insular granular anterior (ICgA) y parietal rostral (ICgPAr). También
recibe aferencias desde la corteza disgranular posterior (+1,2mm -+0,95mm), desde la
insula agranular rostral ventral y dorsal y desde la regién posterior de la corteza insular
agranular. Por tanto es un area de convergencia de la informacion desde las diferentes

regiones de la corteza insular, sugiriendo que seria un area de alto orden o multimodal.
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También es un area que recibe aferencias de multiples regiones corticales motoras y

sensoriales, las cuales no discutiremos en esta tesis.

A diferencia de las otras regiones de la corteza insular granular, la region ICgPAc
recibe aferencias talamicas principalmente desde el ndcleo talamico posterior (Po) y los
nicleos de la linea media (intralaminares), CM, RH, RE. También recibe leves
proyecciones desde una banda ventral del VPMpc. El Po se ha descrito como un ndcleo
talamico que recibe informacion del complejo trigeminal, el tracto espinotalamico, el
nucleo espinal trigeminal y también desde el coliculo inferior, y que proyecta de manera
somatotdpica hacia las cortezas sensoriales primarias y secundarias. Si bien es cierto es un
nacleo que recibe informacion de diferentes modalidades, la que predomina es la

somatosensorial nociceptiva (Gaurian y col 2004).

Se ha sugerido que esta zona de la corteza insular participa en la via de transmisién
de informacién somatica y nociceptiva del estimulo no condicionado hacia la amigdala en
un aprendizaje asociativo emocional. Sin embargo, lesiones bilaterales pre-
condicionamiento en la region caudal de la corteza insular parietal (las cuales incluyen la
capas granular y disgranular) no alteran la adquisicion del condicionamiento a miedo
mediado por luz o un tono usando el paradigma de sobresalto potenciado. Cuando esta
lesion es combinada con lesiones del extensidn posterior del complejo intralaminar la cual
incluye al ndcleo triangular posterior (PoT), nucleo posterior intralaminar (PIL), el
suprageniculado (SG), el nuacleo subparafasciuclar parte parvocelular (SPFPC), y
posiblemente la subdivision medial del complejo geniculado medial (MGM), si afecta la
adquisicion de la respuesta de sobresalto potenciada (Shi y Davis 1999). Ademas estudios

ulteriores demostraron, con otro protocolo de miedo condicionado, que la lesién combinada
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de insula parietal caudal y complejo talamico posterior (lesiones hechas después del
condicionamiento), disminuyen de manera significativa la respuesta condicionada al tono
(Brunzell DH, Kim JJ.2001). En base a estos resultados se ha planteado que esta zona de la
insula es responsable de una via difusa para el estimulo no condicionado del footshock y
sugieren que participaria en el aprendizaje asociativo que se realiza en la amigdala, pero sus
resultados son débiles en relacion a nuestro trabajo de inactivacion de la region rostral a

este sitio.

Consideramos que es fundamental comprender cémo la informacion interoceptiva
participa de los procesos de aprendizaje asociativo emocional. En este sentido la region mas
caudal, al ser un area multisensorial pareciera ser un candidato mejor posicionado para
efectuar una alteracion, sin embargo el escaso efecto cuando se realizd la lesion bilateral
pone en duda su labor en el aprendizaje asociativo, y junto con otros trabajos la posiciona
quizds como un area con mayor relevancia en la de percepcion de dolor o estimulos
somatosensoriales que por si solos no estan involucrados en la adquisicion del miedo.
Nosotros postulamos que lesionar o inactivar a la regién inmediatamente rostral a esta,
ICgPAr, tendria efectos importantes ya que es un area que recibe aferencias viscerales de
manera directa y seria la estructura clave en procesar informacion proveniente del cuerpo y
en entregar a esta informacion al resto de las subregiones aqui descritas, principalmente
hacia regiones de mayor orden jerarquico como la RAIC, que también seria un blanco

adecuado al momento de intervenir sobre la informacion interoceptiva. (Fig.51 y Fig. 53)

Organizacion jerarquica de la corteza insular granular

De acuerdo al mapeo de las eferencias y aferencias corticales y talamicas de las

diferentes areas de la corteza insular granular vistas en la primera parte de los resultados de
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esta tesis, realizamos una comparacion con la organizacion jerarquica que existen en otros
sistemas sensoriales (exteroceptivos), como lo han planteado Sherman y Guillery en
diversos trabajos citados aqui. En la Fig. 51 se representan las 4 sub-regiones de la corteza
insular granular y sus conexiones cortico-corticales y cortico-taldmicas las cuales

intentamos cotejar con la organizacion descrita en la Fig. 1.
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Figura 51. Representacién esquematica de la organizacion jerarquica en la
corteza insular granular. En A, ICgPAr recibe su principal inputs talamico desde VPLpc
y proyecta hacia el resto de ICg’s. Ademas envia aferencias hacia los nucleos talamicos
VPMpc y Po. En B, ICgP recibe su inputs desde el VPMpc, y proyecta solo hacia regiones
mas rostrales de la corteza insular granular. En C, ICgA Recibe inputs talamicos tanto
desde VPMpc como VPLpc, ademas recibe aferencias de ICgP e ICgPAr y proyecta hacia
la region més caudal de la insula granular. .En D, la region caudal ICgPAC recibe aferencias
talamicas de Po, y aferencias corticales principalmente desde la region ICgA y de ICgPAr.
Abreviaciones: VPLpc: ventroposterolateral parvocelular; VPMpc: ventroposteromedial

parvocelular; Pot: region triangular del nucleo talamico posterior; C-C cértico-cortical.
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De acuerdo a los resultados descritos aqui, nosotros reconocemos 4 sub-regiones de
la corteza insular granular. La region ICgPAr se conecta de manera reciproca con el nlcleo
taldmico visceral VPLpc (Fig. 51A), ademés envia aferencias reconocidas como de primer
orden (Fig. 23B) hacia el VPMpc y ademas hacia el Po (no mostradas aqui) lo cual
indicaria que el VPMpc y Po son nucleos talamicos de mayor orden jerarquico que el
VPLpc para el sistema interoceptivo, y posiblemente que ICgP es una corteza de segundo
orden visceral que recibe informacion visceral del VPMpc y desde la ICgPAr (Fig. 51B).
ICgP se conecta de manera reciproca con ICgA pero sin un patron evidente y envia escasas
aferencias hacia regiones de la insula granular més caudal, su conexion con el resto de la
corteza insular es principalmente con la corteza agranular posterior. ICgA por otra parte
parece ser una corteza de mas orden jerarquico que reune informacion desde ICgP e
ICgPAr y ademés recibe aferencias talamicas desde ambos nucleos interoceptivos (Fig.
30C). Junto con ello, su patron de conexiones con ICgPAr es evidente y sugiere una
organizacion de una corteza de alto orden (HO) conectada con una de primer orden (FO)
como lo ha planteado Sherman y Guillery. Su conexion con las regiones mas caudales de la
insula granular son potentes. La region mas caudal (Fig. 51D), ICgPAc, pareciera ser de un
dominio sensorial diferente ya que se conoce como un area que recibe informacién de las
cortezas somatosensoriales y del nucleo taldmico somatosensorial Po. Nosotros creemos
que ademas reune informacion interoceptiva proveniente de manera directa desde ICgPAr y
desde la region anterior de la insula granular sugiriendo que podria ser un area
multisensorial de la corteza insular ya que es reconocida su participacion en el dolor,
registro sensorial de las extremidades inferiores y transferencia de informacion tactil a la

amigdala.
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VLIVl  Proyecciones al nucleo reticular del talamo concuerdan con la

jerarquia de la corteza Insular granular

Se ha planteado que el nudcleo reticular del tdlamo es una estructura clave en los
procesos atencionales, el cual modula la transmision talamo-cortical a traves de sus
conexiones inhibitorias con los ndcleos talamicos (Guillery R. y Col 1998, 2003). EI RT
recibe inputs colaterales de los axones talamo-corticales y cortico-talamicos. Ha sido
demostrado que la mayoria de los sistemas sensoriales tienen conexiones reciprocas con un
sector particular del RT, es decir existen conexiones topograficamente mapeadas de las

proyecciones corticales y talamicas.

El sector visceral de RT descrito por Stehberg (Sthenbergh et al,...2001), da cuenta
de dos regiones de la corteza insular granular que proyectan de manera diferenciada hacia
el talamo reticular. La region anterior (para nosotros parietal rostral, en -0,5mm de bregma)
envia proyecciones axonales a la cara interna del RT, sugiendo que esta seria una posible
region secundaria de la corteza insular. Nosotros creemos que la delimitacion de la insula
anterior no fue bien definida y que los criterios para establecer esa zona como secundaria
no son suficientes. Nuestra inyeccion de trazador anterégrado BDA reveld que la region
mas anterior de la corteza insular granular (ICgA) marca axones y terminales la cara interna
del RT, en un nivel mas rostral (-1,78mm) que los descritos para la insula visceral. La
zona caudal a ésta, la ICgP, proyecta de manera similar que ICgA hacia la cara interna del
RT en -1,78mm y también se observa marca en la cara interna en niveles mas caudales
hasta -2,85mm. La corteza granular parietal rostral, cuya inyeccién fue realizada en -
0,51mm en el eje anteroposterior marca con mucha fuerza la cara externa del RT; esto es

completamente diferente de lo planteado por Stehberg 2001. Méas caudalmente, la inyeccion
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de CTB en ICgPAc marca de manera difusa hacia el RT, siendo esta marca un poco mas
densa hacia la cara externa en la parte ventral del nucleo, lo cual coincide con las
inyecciones realizadas por Kimura y Col 2010 en la region granular més caudal, y més

densidad en la cara interna en la region mas dorsal.

Corteza

insular

granular

i — ICgP
ICgA
Cara interna

Talamo

Reticular

Figura 52. Representacion de las conexiones con el nucleo reticular del tAlamo. Las
aferencias hacia el RT son diferentes en el eje rostro-caudal y en medial-lateral (interno-

externo) para las distintas subregiones de la corteza insular granular.

Estos datos reflejan una organizacion diferencial en las distintas areas de la corteza
insular granular, tal como se ha descrito en diversos trabajos anteriores para otros sistemas
sensoriales. Se ha planteado que para cada via talamo-cortical funcional y su sector
asociado del RT, usualmente hay méas de un ndcleo talamico o area cortical asociada. Asi

como los sistemas visuales, auditivos o somatosensorial tienen muchas areas corticales
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asociadas a mas de un nucleo talamico (Guillery R. y Col 2003), nosotros, como hemos
propuesto en el apartado anterior, planteamos que la ICgPAr es la region primaria del
sistema interoceptivo y sus conexiones son hacia la cara externa, como ha sido propuesto
previamente. Las regiones mas rostrales que tienen un orden jerarquico superior proyectan
hacia la cara interna, y la zona mas caudal envia sus aferencias hacia ambas caras del RT,

todas estan conexiones apoyan la organizacion jerarquica planteada mas arriba.

VIL.LVII El flujo de informacion interoceptiva llega a la RAIC principalmente a

través de la region agranular posterior

Nuestro trabajo es el primero que propone un flujo de informacién interoceptiva en
la corteza insular granular, y ha sugerido la organizacion jerarquica de esta informacion.
Ademas nuestros mapeos junto con datos bibliogréaficos dan cuenta de que esta informacion
continGla su procesamiento llegando hacia las regiones anteriores de la corteza insular,
especificamente la regién agranular rostral (RAIC). El camino a través de cual la RAIC
recibe las aferencias viscerales se ha propuesto en otros trabajos. Nosotros no hemos visto
un flujo directo desde las regiones granulares (Kimura y Col 2010), como tampoco hemos
visto una gran aferencia hacia las regiones disgranulares, las cuales serian las que
proyectarian hacia la region agranular (Shi y Cassel 1998). Nosotros consideramos que el
mayor origen de aferencias hacia la RAIC que envian informacién interoceptiva es la
region agranular posterior (Fig. 53) ya que todas las sub-regiones de la insula granular
proyectan de manera fuerte hacia Alp. Esta regidén de la cual poco se conoce sobre su
organizacion parece ser un intermediario clave en el procesamiento y envio de informacion
interoceptiva hacia la RAIC, la cual se ha propuesto como un area fundamental en la

representacion cortical de los estados interoceptivos y que podria participar en conjunto con
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la amigdala de la significancia emocional, la que se adquiere al asociar estados
interoceptivos con respuestas emocionales, cuestion que discutiremos a continuacion en

términos anatdmicos y conductuales.

Talamo

Corteza
insular
granular

ICgA

RAIC

Figura 53. Representacion del flujo de informacién interoceptiva hacia la RAIC. El
flujo de informacion interocpetiva que alcanza las diferentes areas de la corteza insular
granular descitas en esta tesis, llegan a la regién de mas alto orden de la corteza insular
RAIC, atravez de proyecciones desde la insula disgranular y la corteza insular agranular

posterior.
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VLIl Segunda Parte: La corteza insular Agranular anterior y su vinculo con

memaorias emocionales

Diferentes autores han planteado que la region anterior de la corteza insular
contiene representaciones interoceptivas que proveen una base para los sentimientos
subjetivos desde el cuerpo y podria participar del alerta emocional (emocional awareness)
y, como se ha mencionado antes, proponen la idea de que alli reside una integracion de la
informacidn interoceptiva de tal manera que los estados emocionales son integrados con
estados interoceptivos, lo cual podria ser clave en la representacién de los sentimientos

subjetivos (Craig, 2009).

La region anterior de la corteza insular recibe las aferencias interoceptivas de las
distintas regiones viscerales provenientes de las &reas granulares y disgranulares. La ruta o
via por la cual la RAIC accede a la informacion interoceptiva sigue en discusion. Se ha
descrito que la RAIC recibe las aferencias interoceptivas y viscerales desde regiones
disgranulares, en una cadena que va desde areas granulares a disgranulares y luego a
regiones agranulares rostrales y caudales (Shi y Cassel 1998). Otros autores han propuesto
que la ruta de acceso vendria directamente desde las regiones granulares, lo cual de acuerdo
a nuestros mapeos no ocurre. Nosotros hemos propuesto que la region ICgPAr que se
conecta con ICgP envia sus aferencias hacia ICgA, la que a su vez proyecta hacia la Alp.

La cual envia potentes aferencias hacia la RAIC.

Por otra parte, se ha planteado que la amigdala recibe aferencias de todas las
modalidades sensoriales a través de sus conexiones con el talamo y las cortezas. El detalle
de las conexiones de la insula con la amigdala, sugiriere que recibe informacion desde la

ICgPAC, regiones disgranulares y la RAIC.
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Conectividad de la RAIC con la Corteza prefrontal medial

Aunque las aferencias desde las dos areas de la region agranular rostral dorsal y
ventral habian sido detalladas, nosotros realizamos un complemento neuroanatémico en el
contexto del sistema interoceptivo. Las aferencias de la region ventral méas relevantes
descritas aqui van hacia cortezas prefrontales mediales, la corteza prelimbica (PL) y hacia
la corteza orbitofrontal medial (OBRm). Los terminales también alcanzan la region dorsal
de la RAIC. Ademas la corteza infralimbica y no la prelimbica, envia fuertes aferencias
hacia Alv (Ver Fig. 54), datos que son similares a los obtenidos por Vertes (Vertes RP.
2004), con trazadores anterogrados en la PFCm. La region Ald, en cambio, se conecta de
manera reciproca y similar con la PL e ILA sin aferencias hacia ORBm (Fig. 54). Si bien es
cierto hay varios trabajos de trazadores en la corteza prefrontal medial (Sessack y Col 1989;
Conde y Col 1995; Vertes RP. 2004; Hoover WB y Vertes RP 2007), un trabajo previo
realizado por Gabbot 2003 describidé importantes conexiones entre Ald y la corteza
prefrontal medial, donde describen fuertes aferencias de ILA hacia Ald (Gabbott y Col

2003), donde nosotros hallamos una leve marca retrdgrada.

Conectividad de la RAIC con la amigdala

La conectividad con los nucleos de la amigdala son variadas y han sido estudiadas
previamente en la rata (McDonald y Col 1996; Shi y Cassel 1998; Reynolds S. y Col
2005) y en primates (Stefanacci L. y Col. 2000; Miyashita T y Col 2007) e incluso
Hamsters (Reep R. Winans S. 1982), aunque solo algunos han detallado diferencias

respecto a subregiones de la RAIC, diferencias que seran discutidas a continuacion.
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La region ventral de la RAIC, proyecta principalmente hacia ndcleos mediales de la
amigdala y recibe de los nucleos lateral (LA), y la region basomedial (BMA). La region
dorsal en cambio presenta fuertes aferencias hacia el nicleo central de la amigdala,
mientras que las conexiones hacia ndcleos basales (BLAp) y laterales y el ndcleo
basomedial en la subdivision posterior (BMAp) son reciprocas. Comparando nuestro
mapeo con descripciones anteriores de estas aferencias, hemos encontrado algunas
diferencias importantes. Por ejemplo en Mcdonald 1996, un estudio ampliamente citado
donde realizaron descripciones anatdmicas de las proyecciones desde la corteza prefrontal
hacia la amigdala extendida, Alv tendria aferencias importantes hacia el nlcleo central,
cuestion que nosotros no observamos. Esto se debe principalmente a que la inyeccion de
trazador que ellos realizaron es bastante grande e incluso, de acuerdo a los nuevos datos
neuroanatémicos, se extiende hacia la region dorsal de la RAIC. Ademas, la inyeccion de
trazador anterdgrado en Ald, también muestra algunas diferencias importantes. El sitio de
inyeccion es un tanto mas anterior y mas dorsal, por lo que consideramos que incluso llega
a difundir hacia la region disgranular (Shi y Cassel 1998) y granular, aunque esta ultima no
proyecta hacia amigdala. Los casos 42 y 11 en el articulo de Shi y Cassel 1998, muestran
inyecciones realizadas en la region disgranular anterior, y el caso 22, donde la inyeccion es
agranular anterior, muestran proyecciones hacia la amigdala idénticas a las propuestas por
McDonald. Nosotros encontramos aferencias hacia las regiones mediales, aunque en menor
densidad que Alv, principalmente dirigidas hacia el nicleo BMA, incluso hacia regiones

corticales, cuestion no sefialada en estos trabajos.

Como ha sido comentado en la introduccion, diferentes trabajos han descrito la

relacién funcional que existe entre la corteza prefrontal medial y la amigdala. Estos trabajos
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realizados en el paradigma del miedo condicionado han evaluado la influencia que tienen
tanto la corteza prelimbica en la expresién del miedo condicionado (Blum y Col. 2006;
Corcoran ay Quirk, 2007; Sierra-Mercado D. y Col 2011) como infralimbica (Herry C,
Garcia R 2002; Barrett y Col, 2003; Burgos-Robles y Col 2007) en la extincion a través de
sus aferencias hacia la amigdala. Se desconoce como la region prefrontal lateral contribuye
en este proceso, a pesar de las relevantes conexiones descritas. La RAIC entonces, como ha
sido descrito en humanos y como hemos descrito aqui, participaria de este proceso de

memorias emocionales, cuestion que se discutira en el siguiente apartado.
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Figura 54. Principales conexiones de las subdivisiones ventral y dorsal de la RAIC
hacia la corteza prefrontal medial y los ndcleos amigdalinos. La corteza insular
garanular rostral (RAIC) presenta dos subdivisiones (RAICd, y RAICv) que reciben y
envian proyecciones diferenciadas desde la amigdala y la corteza prefrontal medial. Las

flechas gruesas y delgadas indican la fuerza de la proyeccion.
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VLIILI Tercera Parte: Participacion del sistema interoceptivo en el miedo

condicionado

La corteza insular granular es relevante en la expresion del miedo

condicionado

El desarrollo de técnicas como la resonancia magnética funcional (fMRI), la cual
permite vincular la actividad neuronal a un evento especifico, han permitido estudiar en
humanos diferentes procesos cerebrales vinculados con el miedo condicionado, de los

cuales se distinguen principalmente la adquisicion, expresion y extincion.

Trabajos previos han mostrado un incremento de actividad de la amigdala durante la
fase inicial de adquisicion y la extincion del miedo. Aunque estos estudios de imagenes
funcionales demuestran que la amigdala estd involucrada en el miedo condicionado en
humanos, no pueden demostrar que es una estructura Unica e indispensable para tales
procesos. La evidencia actual en humanos muestra que en pacientes con lesiones en la
amigdala, las cuales suelen ser poco acotadas, existe una alteracion del condicionamiento
del miedo, medido indirectamente como un indice por los cambios en la actividad
electrodérmica (en inglés EDA por electrodermal activity). Cabe destacar que los dafios a la
amigdala no perjudican los recuerdos explicitos del condicionamiento a miedo, solo las
consecuencias afectivas de tal condicionamiento (para una mejor revision ver Calder AJ y

Col 2001)

Los estudios de neuroimagenes han mostrado, ademas, otras estructuras
involucradas en el condicionamiento a miedo. En particular regiones del
mesencéfalo/hipotalamo, la corteza cingulada y la corteza insular son activadas

consistentemente. Estas han sido implicadas en estudios de procesamiento del miedo en
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varias especies animales, pero su rol en humanos aun es poco clara. Diversos trabajos han
planteado la idea de un sistema de defensa externa jerdrquica, en el cual de manera
progresiva, componentes de niveles de alto orden proporcionan soluciones mas sofisticadas
y flexibles para el problema de evitar el peligro o atenuar el miedo (M. Fendt y Col 1999)
y podrian ser necesarias para regular las respuestas autonémicas y el estado interno del

individuo.

La teoria de James-Lange argumenta que los cambios en las respuestas corporales
son necesarios para la experiencia emocional. Antonio Damasio complementd esta teoria
con la hipotesis del marcador somatico, en la cual enfatizo el feedback corporal, es decir los
cambios autonémicos y musculo-esqueléticos generados como consecuencia de un estimulo
emocionalmente relevante, que son sensados a nivel central (arousal autonémico), y son
una influencia sobre la toma de decisiones motivadas, lo cual seria la base de la conducta
emocional y social (Damasio et al., 1991; Bechara et al., 1996, 1997; Damasio, 1994).

Estudios en pacientes con insuficiencia autonémica pura (PAF, por sus siglas en
inglés) son incapaces de generar el arousal autonémico asociado a un estimulo emocional,
debido a la denervacion periférica circunscrito al sistema nervioso autonomo (Mathias,
2000). PAF no esta asociado con la degeneracion central o deterioro cognitivo, y por lo
tanto representa un poderoso modelo de déficit por lesion para examinar las consecuencias
de una falla en la integracion del feedback del arousal autonémico.

De manera simplista, Critchley postula que las regiones del cerebro que mapean los
cambios corporales muestran una actividad disminuida cuando la informacidn aferente esta
ausente. De manera interesante se ha reportado que la region medial de la corteza insular

esta disminuida en pacientes con PAF (Critchley y col 2002)
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El miedo condicionado, a través del condicionamiento pavloviano a miedo, ha
demostrado ser un ejemplo experimental Gtil de algunas de las predicciones de la teoria de
emociones de James-Lange. La comparacion de la actividad cerebral relacionada al
condicionamiento mostr6 una actividad reducida de la region medial de la insula derecha y
la amigdala derecha en pacientes PAF, a estimulos que tipicamente evocan respuestas
autonomicas en controles. Esto indica sensibilidad tanto de la region medial de la corteza
insular y la amigdala, sobre todo en el lado derecho, a la representacion de los aferentes
viscerales del arousal autondmicos generados por la emocion. Dado el papel de la insula
como corteza viscerosensorial (Saper C. 2002; Craig A.D. 2002, Craig A.D. 2003), estas
observaciones ademas sugieren un papel de la insula derecha en las representaciones
emocionales, en donde "sentimientos" surgen de la representacion de respuestas corporales
(Damasio 1994). Este conjunto de trabajos (revisar Critchely y col 2005) es fundamental en
asignar a la corteza insular como un foco de investigacion en afecciones de representacion
emocional.

De acuerdo a nuestro trabajo neuroanatémico y a los antecedentes mostrados mas
arriba sugerimos la region parietal rostral de la corteza granular como un &rea fundamental
en la via viscerosensorial donde podriamos encontrar esta representacion de los estados
interoceptivos. Aqui, al inactivar la regién parietal rostral inmediatamente después de la
primera reactivacion usando NeoSTX, se alter6 completamente la expresion del miedo
aprendido, incluso 29 dias después de la infusion. Esto plantea dos puntos fundamentales.
Primero sugiere fuertemente, tal como los trabajos en pacientes con PAF que no generan
respuestas emocionales adecuadas, que las ratas al tener inactiva la region que recibe las
aferencias viscerales desde el tadlamo interoceptivo, son negligentes a los cambios

fisioldgicos provocados por el tono (el cual luego del aprendizaje asociativo, genera
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cambios autonémicos, arousal autonémico) lo cual impide al animal generar el estado
emocional (y posiblemente el sentimiento) del miedo. Craig, ha descrito la activacion de las
regiones mediales y posteriores de la corteza insular de humanos en respuesta a estimulos
autonémicos (Craig A.D 2002; Craig A.D. 2009)

Segundo, propone que la insula podria almacenar memorias emocionales,
vinculadas a estados afectivos negativos como el miedo, memoria que se ve alterada al
inactivar de manera prolongada esta region. Nosotros hemos descrito que la infusion de
anisomicina, un inhibidor de la sintesis proteica, en plC (para nosotros ahora ICgPAr)
suprime la busqueda de anfetamina inducida por clave, lo que estaria asociado a un efecto
amnésico. Junto con esto, la inactivacion transitoria con bupivacaina acelera el proceso de
extincion. Estos datos en conjunto aportan a la idea de la formacién de memoria en esta
region de la corteza insular granular en vincular una clave externa con estados internos, lo

cual fortalece la idea planteada por nosotros y otros autores de memorias emocionales.

La neosaxitoxina se ha descrito como un anestésico local que actlia, como otros
anestésicos locales (ej: lidocaina, TTX, Bupivacaina), inhibiendo los canales de sodio
voltaje dependiente. Se ha reportado que la duracion del efecto anestésico de la
neosaxitoxina es mas larga que el de bupivacaina (un anestésico local), incluso mas de 24
hrs. cuando se ha testeado en humanos (Rodriguez-Navarro AJ y Col 2007). Trabajos no
publicados de nuestro laboratorio han testeado el efecto anestésico en el sistema nervioso
central de la neosaxitoxina, utilizando técnicas de registro electrofisioldgico. Esto ha
permitido testear dos cosas importantes, primero que su difusion es restringida (cerca de
0,5mm) y segundo que su la actividad neuronal en el centro de la inyeccion retorna cerca de

7 dias después de la inactivacion (Contreras y Col no publicado). De acuerdo a estos
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reportes la actividad de la corteza insular, seria clave en la expresion del miedo
condicionado inducido por clave, aunque cuando inactivamos con muscimol no hubo una
disminucion en el freezing. Esto podria sugerir que la inactivacion prolongada tiene un
efecto més potente sobre las memorias emocionales, aunque también podria indicar un rol

de la corteza insular en los procesos de extincion.

VLIILIL La interaccidn del sistema interoceptivo y la amigdala es fundamental

en la consolidacion del miedo condicionado

Vinculo RAIC y amigdala en memorias emocionales

Con algunas notables excepciones, ha habido pocos intentos de entender cémo el
I6bulo temporal medial y la corteza prefrontal podrian trabajar juntos, para construir
modelos cognitivos o neurales de sus interacciones. Estudios en humanos (principalmente
estudios de neuroimagenes) han mostrado co-activacion de algunas areas de la corteza
prefrontal y el 16bulo temporal medial en procesos de memoria, particularmente regiones de
la corteza prefrontal medial y del hipocampo, pero poco se ha investigado sobre la
interaccion de otras regiones prefrontales como la las areas ventrolaterales donde esta la

RAIC y su relacién con la amigdala, ubicada en el 16bulo temporal.

Emergente evidencia indica que la PFC y el MTL pueden formar parte de una red
funcional distribuida de regiones que estan involucradas en memoria, donde la contribucién
relativa de estas regiones es modulada por factores como el procesamiento de memoria que
se estd llevando a cabo, el material que estd siendo recordado y la accesibilidad de la
informacién almacenada. Aunque conocer las contribuciones individuales de las regiones

frontales y temporales en al almacenamiento y el recuerdo de las memorias es util, una
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comprension de la interaccion entre estas regiones podria ser fundamental en entender el

procesamiento de la(s) memoria(s) emocionales en el cerebro.

Nuestros resultados dan cuenta de una relacion fundamental entre la regidn
agranular anterior de la corteza insular y la amigdala basolateral en el aprendizaje
asociativo del miedo. Aquellos animales que presentan la desconexién, mediante las
lesiones cruzadas con &cido iboténico, no son capaces de aprender el condicionamiento
miedo asociado a una clave, cuando se evalua el miedo en uno o varios test de retencion en
respuesta a a la clave condicionada. Ademas, la lesién bilateral de la RAIC impide que el
aprendizaje se mantenga por sobre 72hrs. después del condicionamiento, no asi lesiones

unilaterales de RAIC o amigdala.

Es sabido que la amigdala es una estructura fundamental en el aprendizaje y
expresion del miedo condicionado, ya que recibe aferencias de diferente origen sensorial
tanto de regiones taldmicas como corticales que le permiten dar una valencia emocional a
un estimulo inicialmente neutro, y luego de esta adquisicion inicial ejecutar respuestas
emocionales a través de sus eferencias hacia nucleos de control autonémico, cuando el
estimulo se presenta en ocasiones posteriores. Se ha demostrado en diversos trabajos que la
amigdala es una estructura fundamental en la formacién de memorias asociativas durante la
adquisicion del miedo condicionado (LeDoux y Col 2000, Nader y Col 2000; Schafe GE y
Col. 1999; Schafe GE y Col 2000). Ademas Edmund Rolls, plantea que en la corteza
orbitofrontal ocurren asociaciones de un estimulo con su efecto recompensante y que, a
diferencia de la amigdala, en esta region las asociaciones pueden ser modificadas, por

ejemplo, al cambiar el valor recompensante que tiene un estimulo (Rolls, 1999).
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El rol que tienen ambas estructuras en formar asociaciones con estimulos externos
estd ampliamente difundido en la literatura, sin embargo, es poco claro si el estado interno
participa de las asociaciones que realizan estas estructuras o si el estado interno puede

evocar o modificar las memorias que alli fueron formadas.

En un articulo previo nosotros hemos descrito que la RAIC almacena memorias
vinculadas al contexto donde se ha administrado anfetamina, ya que la infusion de
anisomicina (ANI), un inhibidor general de la sintesis proteica, causa una pérdida del
condicionamiento a lugar de manera prolongada pero reversible (Contreras y Col 2012).
Aungue no es concluyente respecto al almacenamiento de memorias emocionales, sugiere
la participacion de la RAIC en el recuerdo de una clave asociada a un evento emocional
como el consumo de droga. La RAIC es la regién de mayor orden jerarquico del sistema
interoceptivo (Craig A.D 2002 y 2009) y seria el area de convergencia de la informacion
interoceptiva proveniente de areas corticales primarias, participando de la percepcion
consciente de los estados emocionales. La relacion anatdmica de la RAIC con la amigdala

ha sido estudiada, pero poco se conocia de la relacion funcional de estas estructuras.

Estudios de lesiones en humanos han dado sefiales de la importancia de la
interaccion de estas dos regiones. Se ha descrito que la mayoria de los pacientes con
lesiones en el I6bulo temporal y que padecen amnesia experimentan dificultades con el
reconocimiento y evocacion (recall) de la informacion mientras que pacientes con lesiones
en la corteza prefrontal pueden tener un reconocimiento normal, pero un detrimento en el
recuerdo o en la recoleccién contextual (recuerdo contextual).

Un paciente cuya lesion incluye el fasciculo uncinado, una importante ruta de

conexion entre las areas frontales y temporales, se mostrd particularmente deteriorado al
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recordar eventos autobiograficos de su pasado, pero realizd con total normalidad las
pruebas de un nuevo aprendizaje. Esto indica que en situaciones complejas, donde hay una
recuperacion (evocacion o recall) més elaborada, como en un recuerdo, donde por lo
general hay mayores demandas en los procesos de organizacion, busqueda estratégica y
verificacion, las interacciones entre PFC y regiones temporales pueden ser mas
importantes que ejemplos automaticos de recordar, como muchos casos de reconocimiento
basado en la familiaridad.

Otros trabajos de neuroimagenes en humanos han mostrado el correlato neural de un
recuerdo emocional negativo. Estos trabajos han descrito actividad en la corteza insular
frente a estimulos nocivos, temperatura, ira, tristeza, disgusto asi como en emociones
positivas como felicidad o lujuria (Craig A.D. 2009). Por otra parte estudios de dolor en
pacientes con lesiones que entre otras regiones, incluyen a la corteza insular, han mostrado
asimbolia para el dolor, un estado en el cual los pacientes no son conscientes del
componente emocional que tiene un estimulo nocivo, es decir pueden reconocer el dolor
pero carecen de la apropiada respuesta motora y emocional a estimulos dolorosos (Berthier,
1988). Mesulam y Mufson (Mesulam, 1982b) postularon que las conexiones (e interaccion)
entre la Corteza insular y el sistema limbico es esencial en la evaluacion (appraisal) del
contenido afectivo-motivacional de la experiencia perceptual, y postulan que en estos
pacientes con asimbolia del dolor esta desconexién sensorial-limbica es la causante de
prevenir una adecuada asociacion causando un déficit en reacciones cognitivas Yy
conductuales apropiadas frente al dolor, lo cual podria eventualmente ocurrir también en el

aprendizaje asociativo del miedo.
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La relacién funcional con la amigdala ha sido descrita en animales. Trabajos
realizados en animales, han vinculado a la RAIC principalmente en la percepcién de dolor
(Burkey, 1996; Jasmin L, 2004; Ohara, 2005; Tracey, 2007). La sensacién de dolor tiene 2
componentes, el primero corresponde al componente discriminativo sensorial, el cual
entrega informacién sobre ubicacion, modalidad e intensidad del estimulo y el segundo
corresponde al componente emocional. Para el componente sensorial se han descrito vias
clasicas que llevan informacion nociceptiva hasta regiones corticales, principalmente a
cortezas somatosensoriales y la region caudal de la corteza insular. Con respecto al
componente emocional, se ha descrito a regiones orbitales ventrolaterales (VLO), y a las
corteza cinguladas (ACC) como areas que participan en la parte afectiva del dolor. Sin
embargo, alin no se tiene certeza del verdadero rol de estas cortezas por sus resultados algo
controversiales (Ohara, 2005; Vogt B.A., 2005; Tracey, 2007) EI grupo de Luc Jasmin
describié que la RAIC tiene una participacion relevante en modular la percepcién del dolor,
a través de sus conexiones directas con la amigdala.(Jasmin y Col. 2004). El trabajo
demostré que la RAIC es un area pro-nociceptiva, ya que incrementos en los niveles de
GABA, producen analgesia. Si durante este incremento de GABA se inyecta un bloqueador
de receptores GABAB en la RAIC se produce hiperalgesia. Esto Gltimo ocurre ya que en la
RAIC existe una gran cantidad de neuronas con receptores a GABAB en la capa 5, las
cuales (cerca del 50%) proyectan a la amigdala Basolateral (BLA). De esta manera si se
apaga el control inhibitorio sobre la amigdala se tiene una respuesta hiperalgésica, que es
dependiente de este vinculo RAIC-Amigdala, ya que no se observan respuestas de
percepcion de dolor si bajo las mismas condiciones de incrementos de GABA en la RAIC,
se inhibe la amigdala con farmacos que bloguean los canales de Na+ dependientes de

voltaje, como bupivacaina (Jasmin, 2003; Jasmin L, 2004).
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La desconexién no impide la adquisicion pero si altera la consolidacién de la

memoria asociativa del miedo

De acuerdo a los antecedentes de lesiones en la amigdala, animales con lesiones
unilaterales electroliticas son capaces de adquirir el condicionamiento a miedo (LaBar K. y
Col 1996; Nader K. y Col 2001). Un articulo del mismo grupo de trabajo demostré que la
lesion bilateral de la amigdala lateral es suficiente para impedir la adquisicion del
aprendizaje a miedo inducido por una clave (Goosens y Col 2001). Este trabajo ademas
demuestra que también se ve aterado la expresion del miedo con lesiones bilaterales
electroliticas del nucleo central de la amigdala (CeA), sin embargo es ampliamente
aceptado que CeA no participa de la adquiscion del miedo si no mas bien de la salida
autonomica y motora, es decir, es escencial en la expresion del miedo por sus diversas
conexiones con nucleos autondémicos y la sustancia gris periaqueductal (Ledoux JE 2000).
Estos trabajos demuetran que si un animal presenta tan solo una amigdala intacta debiese
ser capaz de adquirir el condicionamiento asociado a una clave condicionada. En esta tesis
cuando se efectua la desconexion mediante lesion cruzada de la RAIC y la amigdala, los
animales tienen una amigdala intacta por lo que debiesen adquirir normalmetne el
condicionamiento, y el déficit que observamos en los test de retencion, posiblemente sean
causa de una alteracién en los procesos posteriores a la adquisiscion de un aprendizaje, es
to seria la consolidacion, o la expresion o retencion del miedo cuando se evalua el

aprendizaje asociativo presentando la clave condicionada.

Nosotros postulamos que la relacion entre RAIC y BLA es fundamental en la
consolidacion del aprendizaje asociativo del miedo , lo cual eventualmente podria ser

consecuencia de que estas dos estructuras son relevantes en dar una valencia emocional al
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estimulo que se presenta siendo capaces de modularse de manera reciproca, entiendo que la
actividad neuronal de ambas estructuras es fundamental una vez ocurrido un evento
emocioanlmente relevante o serian regiones donde se almacenan trazos de memorias
emocionales durante el condicionamiento a miedo y que estas memorias son
fundamentales, de tal manera que son capaces contribuir a las asociaciones que realiza la

amigdala durante el aprendizaje y/o durante la evocacion de memoras de miedo.

Si bien es cierto que la lesion cruzada muestra una importante contribucion de la
interaccion de ambas regiones, las lesiones pueden generar cambios neuronales fuera de la
zona objetivo que puede perjudicar la aparente especificidad del area estudiada. Ademas,
esta desconexién por lesion podria ocultar una real funcion del sistema, ya sea en la
expresion o en la evocacion del miedo. Para despejar esta incertidumbre decidimos evaluar
con un protocolo mas refinado, desconectando ambas estructuras utilizando inactivaciones
cruzadas reversibles (Cross-inactivation disconnection), lo cual nos permitio determinar lo
fundamental que es la interaccion de este sistema en el procesamiento de memorias
emocionales durante una ventana de tiempo especifica, cuestibn que se discutira a
continuacion.

VL1111, La inactivacion cruzada altera la consolidacion del miedo
condicionado y su efecto es dependiente de tiempo.

Interaccion insula-amigala es fundamental en la consolidacion de miedo condicionado

Resulta dificil de aprender acerca de la naturaleza dinamica de las interacciones del
sistema interoceptivo con la amigdala de los estudios clinicos de lesiones en humanos o en

ratas, ya que no se puede examinar de forma sistematica los efectos especificos de
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desconectar, porque las lesiones abarcan mas estructuras que las que se quiere observar e

impiden evaluar en un momento determinado, las regiones implicadas en el proceso.

La desconexion realizada mediante inactivacion con muscimol inmediatamente
después del condicionamiento, afecté la consolidacion del aprendizaje asociativo del
miedo, cuando se evalud 24hrs. después bajo un protocolo de extincion, lo que plantea la

existencia de un circuito implicado en la formacion de memorias de miedo.

Muiltiples trabajos han mostrado que la corteza insular seria una de las regiones con
mayores conexiones bilaterales con la amigdala, pero poco se comprende de la relacion
funcional de estas dos estructuras. La mayoria de los trabajos han relacionado la corteza
prefrontal medial y la amigdala, vinculando sus diferentes regiones con adquisicion,
consolidacién y extincion. Un reciente estudio utilizando técnicas de optogenética ha
demostrado la relevancia de las redes neuronales de gran escala, particularmente de las
conexiones de la corteza prefrontal medial con la amigdala, en los procesos de memorias de
miedo (Senn V. y Col 2014) y sugieren que el balance de la actividad los circuitos

prefrontales con la amigdala son relevantes en memorias de largo plazo.

Esta tesis y otros trabajos (Reep 1982; Reep 1994; Mcdonald AJ y Col. 1996; Shi y
Cassel 1998) indican que la amigdala proyecta de manera fuerte hacia la RAIC y la RAIC
hacia la region LA y BLA de la amigdala. Es sabido que las neuronas de proyeccion desde
las cortezas son excitatorias. Estudios donde se ha evaluado la eficacia sinéptica de las
proyecciones de la corteza prefrontal medial en paradigmas de condicionamiento a miedo,
han mostrado que las aferencias hacia la amigdala son excitatorias, y estas pueden llegar
tanto a neuronas principales como interneuronas, y de esta manera tener un efecto

excitatorio o inhibitorio en las neuronas de BLA (Cho Jun-Hyeong y Col 2013). Por otra
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parte las proyecciones desde la amigdala basolateral son excitatorias y llegarian a neuronas
piramidales de la corteza, lo que se sugiere de trabajos realizados en la corteza prefrontal
medial (Sotres-Bayon F. 2012). Tal como ocurre en las relaciones funcionales de la corteza
prefrontal medial con la amigdala basolateral, nosotros creemos que existe una interaccion
sinaptica de la RAIC y BLA posterior al aprendizaje, que es alterada cuando son inhibidas
estas estructuras, lo cual tiene un efecto en la consolidacion del aprendizaje asociativo del
miedo. Esta interaccion estaria presente en una ventana de tiempo especifica, ya que la
inactivacion con muscimol 6hrs. después del aprendizaje no altera con igual fuerza la

adquisicién del miedo.

Los procesos de consolidacion de memoria han sido un foco de la investigacion por
varios grupos de investigacion. Se ha planteado que luego de un aprendizaje, donde la
memoria es fragil, existe un periodo posterior donde las memorias se vuelven menos labiles
y se consolidan, por lo cual existiria una ventana de tiempo donde la consolidacion puede
ser alterada (Alvarez P, Squire LR. 1994; Schafe GE y Col 1999, Schafe GE, LeDoux
JE.2000; Frankland PW y Bontempi B. 2005). Varios trabajos han revelado que las
memorias son susceptibles a ser perturbadas por farmacos como sRNA o inhibidores de la
sintesis proteica cuando son infundidos inmediatamente después o dentro de unas pocas
horas posteriores al aprendizaje (Davis y Squire, 1984; Dudai 1996; Shafe G.E y col 2000).
El grupo de Ledoux ha demostrado que la consolidacién del condicionamiento a miedo
requiere la sintesis de proteinas en la amigdala (Schafe G.E y Col 2000), ya que la infusion
de anisomicina (ver mas arriba) inmediatamente después del condicionamiento, altera la
retencion de la memoria de miedo, sin embargo la inactivacién bilateral de la amigdala

inmediantamente después del condicionmiento no altera la consolidacién del miedo
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aprendido (Wilensky A.y col 1999), por lo que en la amigdala la consolidacion es
dependiente de sintesis proteica y no de actividad neuronal, sin embargo nuestro trabajo
demuestra que la desconexion mediante inactivacion cruzada impide que este aprendizaje
sea consolidado, lo cual suguiere que la consolidacion es dependiente de la actividad

neuronal entre la insula y la amigdala.

La contribucion de la corteza insular en aprendizaje y memoria ha quedado
demostrada en estudios realizados por otros grupos, utilizando el paradigma de
condicionamiento aversivo a sabores (Bermudez-Rattoni F y Col 1997, 2004) y en
consolidacién de las memorias implicadas en el reconocimiento de objetos (Bermudez-
Rattoni F. 2005 y 2013). Cuando realizamos la inactivacion bilateral de la RAIC
inmediatamente después del condicionamiento no hubo efecto a las 24hrs, pero en el recall
el freezing fue significativamente menor respecto al control, lo que sugiere, en conjunto con
el trabajo de lesion bilateral, que la RAIC por si sola no influye en la adquisicion del
miedo asociativo, sin embargo participaria de la consolidacion a largo plazo del miedo
condicionado en conjunto con la amigdala, y podria ser el sitio donde estas memorias

remotas permanecen para su posterior evocacion.

Circuitos lateralizados de la corteza insular con la amigdala

Al observar la conducta individual de los animales notamos la existencia de una
lateralizacion del efecto del muscimol. Si bien es cierto que no hay efecto 24hrs posterior a
la inactivacon, cuando se efectla el test de retencion 48hrs. después de la desconexion, se
evidencia la diferencia. En base a esto nosotros sugerimos que la desconexion de la insula

izquierda con la amigdala derecha es mas efectiva en alterar la consolidacion del
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aprendizaje asociativo, efecto que estaria vinculado con la lateralizacion de las funciones

del cerebro en emociones.

Varios articulos han propuesto que la activacion de las redes temporales y
prefrontales tiende a estar lateralizada, dependiendo del tipo de la cuestion involucrada o
suceso que se quiere recordar (Phelps E y Col 2001; Smith AP y Col 2005; Schiller D. y
Col 2009). Ademas, diferentes trabajos han descrito funciones o respuestas lateralizadas en
la corteza insular. Pacientes con accidente vascular en el lado derecho de la corteza insular
son mas susceptibles a desarrollar disfuncion autondémica cardiovascular, indicando la
existencia de una lateralizacién en el control autonémico (Meyer S y Col 2004). Otros
trabajos han descrito que la actividad neuronal de la corteza insular anterior derecha se
correlaciona con la percepcion subjetiva de la intensidad del estimulo térmico (Craig A.D.
y Col., 2000). Craig ha planteado incluso un modelo de funcion del cerebro en base a las
respuestas lateralizadas de asimetria emocional, cuya base seria la relacion anatomica y
funcional con el sistema nervioso auténomo (Craig A.D. 2005). Estas evidencias sugieren
que el hemisferio derecho se ha especializado tanto en la percepcion y expresion de

emociones y podria participar también en la experiencia emocional.

En ratas la evidencia de lateralizacion de respuestas emocionales no es abundante.
Se ha descrito lateralizacion de las funciones en la corteza prefrontal medial derecha en la
activacion de las respuestas fisiologicas al estrés (Sullivan R. y Col 1999). Asi mismo se
ha descrito lateralizacion amigdala basolateral. Lesiones post-condicionamiento en la
amigdala basolateral derecha, mostraron un déficit en el miedo contextual pero no en el
miedo asociado al tono (Baker K.B. y Col 2004). Otros trabajos han mostrado incremento

temprano de la expresion Arc (un gen asociado con memoria) siguiendo estados afectivos
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negativos como el condicionamiento a miedo en la amigdala derecha antes que en la
amigdala izquierda, y un aumento de Arc solamente en la amigdala derecha frente a una

reduccion en la recompensa vinculada a comida (Young EJ y Col 2013).

Aunque el efecto de desconectar dos regiones supone que la conexion amigdala e
insula esta suprimida para ambos hemisferios, creemos que el vinculo de esta red amigdala
—insula es crucial en la consolidacion del miedo. El grupo de investigacion de Elizabeth
Phelps, uno de los grupos de investigacion mas importantes que ha estudiado las bases
neurales del miedo en humanos y ratas, ha descrito la relacion funcional de este circuito en
humanos, bajo un protocolo de miedo instruido, donde las personas conocian o podian
anticipar que una clave sefializaba un castigo (ref). La activacion de la amigdala izquierda
se correlaciond fuertemente con la expresion de la respuesta de miedo (aunque también
hubo un efecto significativo pero menor en la amigdala derecha), medida por la
conductancia de la piel. Esta actividad de la amigdala izquierda es transitoria y decae
rapidamente. Junto con esto se observd que la actividad de la corteza insular en ambos
hemisferios se correlacionaba con la magnitud de la respuesta emocional, mientras que la
amigdala izquierda s6lo con la respuesta (no la magnitud). Esto sugiere que la amigdala es
fundamental en la generacion y la fuerza de la respuesta emocional, pero no es
indispensable para sostenerla (Phelps E y Col 2001). Un trabajo previo de este mismo
grupo (Lebar K. y Col 1998) mostrd, con un protocolo diferente, que la actividad de la

amigdala derecha se correlaciona con la adquisicion y la respuesta del miedo condicionado.

Aunque la lateralizacion de la respuesta emocional en la amigdala puede estar

asociada al tipo de aprendizaje de miedo evaluado y en el procesamiento global o local de

la respuesta emcional (Daan Baas y Col 2004), podemos dar cuenta que la corteza insular
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es una estructura primordial en la mantencion de esta respuesta y podria ser clave en enviar
informacion a la amigdala para generar y mantener el estado emocional, aunque nos faltan
datos para robustecer algunas de estas ideas , seria importante conocer mediante registro

electrofisiologico como es el vinculo insula-amigdala en el miedo condicionado.

La interaccion insula-Amigdala en TEPT

El recién publicado Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales
(DSM-5), define el trastorno de estrés postraumatico (TEPT) como un "trauma y trastorno
relacionado con el estrés" (DSM 2013). Las patogenias de TEPT se basan en cambios
paradojicos de procesamiento de la memoria emocional inducidos por la exposicién al
trauma y asociadas a disfuncion emocional. Varios modelos animales de estrés
postraumatico se han validado y se utilizan en la actualidad, aunque sin un protocolo
unificado (Siegmund A y Wotjak CT. 2006; Berardi A. y Col 2014). Entre los modelos
actuales méas utilizados es el condicionamiento a miedo, aplicado de diferente forma de
acuerdo a multiples autores, ha permitido estudiar los diferentes procesos de memoria

aberrantes que participan al desarrollo de TEPT.

Los procesos de consolidacion (o re-consolidacion) que tienen lugar
inmediatamente después de cualquier sintoma que se re-experimenta luego de un episodio
de trauma podria actualizar la memoria traumatica y prolongar su permanencia en el
tiempo con consecuencias en el proceso de extincion. Nuestro modelo de condicionamiento
a miedo expuesto en la fig. 42 nos permitio evaluar en el largo plazo las consecuencias de
una situacion estresante como el condicionamiento a miedo. Evaluando las conductas de los
animales con dos dias de condicionamiento, un total de 10 exposiciones al shock, los

animales muestran una conducta hipervigilancia (hiperarousal) en sus cajas hogar y cuando
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son puestos en el contexto b, aunque esto no fue medido de manera sistematica. Junto con
esto, la memoria emocional vinculada al miedo permanece cerca de un mes luego del
aprendizaje asociativo, lo cual es sefial de una dificil extincion del miedo, e incluso el
miedo al contexto no extingue. Estos datos sugieren que el protocolo de condicionamiento

se asemejaria a un modelo de TEPT (Siegmund A y Wotjak CT. 2006).

Para evaluar si la conexion insula - amigdala participa de las memorias aversivas de
un TEPT, evaluamos la inactivacion de este circuito bajo el paradigma de un TEPT. La
desconexién afecto la consolidacion del condicionamiento, cuando se evalud la expresion
mediante un test de retencion de memoria 24hrs. después del condicionamiento. Este efecto
se logré ver inclusive 6 dias (144hrs) después de la infusién de muscimol. Mientras que los
animales con las estructuras funcionales presentan un elevado miedo a lo largo de todo el

protocolo, lo que indica que estas memorias aversivas poderosas se asemeean a un TEPT.

Aunque nosotros no evaluamos otras conductas vinculadas con el TEPT, como
actividad motora, hiperarousal o respuestas generalizadas a otras situaciones estresantes, o
interaccidn social, nuestro protocolo se asemeja al planteado en Berardi y col 2014, ya que
corresponde a un aprendizaje de miedo con un shock que el animal no podia evitar
(Innescapable footshock), y luego los animales son dejados en sus cajas hogar de manera
individual, lo cual impide la interaccidn con otras ratas. Este procedimiento, plantean ellos,
aumenta la susceptibilidad a las consecuencias emocionales adversas luego de la exposicion

a un trauma, sugiriendo un modelo para TEPT.

Las terapias conductuales actuales para muchos de los desordenes de ansiedad (o
estres), entre los cuales se incluye el TEPT, intentan amortiguar las respuestas afectivas

relacionadas con claves vinculadas el trauma. Este alivio se logra a menudo a través de la
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extincién, donde la re-exposicién a las claves que inducen el miedo suprime la memoria
original. Sin embargo, la extincion es a menudo incompleta, y la respuesta afectiva
inducida por clave se recupera espontaneamente con el tiempo. Por lo tanto, un objetivo
principal de la investigacion en extincion es determinar combinaciones de intervenciones
farmacoterapéuticas y conductuales que mejoren la formacién de la memoria de extincion,
dando origen a una disminucién mas robusta y persistente en las respuestas afectivas
inducidas por clave (Whitle y Col 2014). Un importante trabajo, ha descrito como la
infusién de BDNF (factor neurotréfico que ha sido implicado en el desarrollo del sistema
nervioso y plasticidad sinaptica Maddox S.A 'y Col 2013), en la corteza infralimbica induce
una extincion del miedo al contexto, mismo efecto que se obtiene con sucesivas
exposiciones al contexto, efecto que seria mediado por el circuito de BDNF hipocampo-
corteza prefrontal. En humanos el hallazgo de los individuos con el polimorfismo BDNF
Val66Met, ven mermada la extincion de la memoria de miedo, da luces de la relevancia del

BNDF en las memaorias emocionales.

Nuestro trabajo con inactivaciones cruzadas bajo un potencial protocolo de TEPT,
muestra como estas memorias que son dificiles de modificar y por tanto resistentes a la
extincidn, son perturbadas al intervenir el circuito insula-amigdala durante la consolidacion,
empeorando la expresion y la retencion del miedo, y propone la importancia de estudiar
este circuito en el contexto de estas poderosas y resistentes memorias aversivas. Bajo este
concepto seria importante evaluar el rol del BDNF en este circuito y su implicancia en las
memorias emocionales asociativas, principalmente vinculadas a una clave no contextual ya
que poco se conoce al respecto. EI BDNF al estar altamente enriquecido en regiones del

cerebro vinculadas con el aprendizaje emocional, como la amigdala, el hipocampo y PFC
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(Maddox S.A y Col 2013), participa de distintos procesos de memoria, como la
adquisicion y consolidacion de memorias de miedo, actuando via activacion del receptor
TrkB (tropomyosin-related kinase B). Se ha descrito la participacion del BDNF en
aprendizaje del miedo asociado a una clave en la amigdala (Rattiner LM y Col 2004;
Chhatwal JP y Col 2006), en la consolidacién en la corteza prefrontal (Maddox S.A 'y Col
2013), incluso en la corteza perirhinal (Schulz-Klau y Col 2013), lo cual podria extenderse
hacia nuestro circuito de estudio. En cuanto a los modelos de estrés post-traumatico en
ratas, los trabajos con BDNF son variados, pero la gran mayoria centrados en el miedo
contextual (Peters J y Col. 2010) y por consiguiente efectos a nivel del hipocampo o la
amigdala (Takei S. y Col.2011; Roth T. 2011; Maddox S.A y Col 2013), sin profundizar en
modelos de miedo vinculados a una clave emocional, en nuestro caso el tono. La expresion
de BDNF es regulada por factores epigeneticos, como acetilaciones y metilaciones de las
histonas. Un reciente trabajo demostré que animales Knock Out para la histidinadeacetilasa
2 (Hdac2 KO) se alteraba la extincion del miedo condicionado. Los animales Hdac KO,
podrian alterar diferentes tipos de aprendizajes, asi como componentes especificos en tareas
de aprendizaje asociativo, memorias de largo plazo, extincion, entre otros, lo que podria ser
resultado de diferentes efectos sobre el funcionamiento de distintos circuitos neuronales
que median formas especificas de aprendizaje o diferentes etapas de la formacion de
memorias (Morris MJ y Col 2013). Juntos estos datos muestran la relevancia del BDNF e
las memorias emocionales, lo cual evidentemente de acuerdo a nuestros resultados podria
jugar un rol clave en los circuitos Corteza insular —amigdala en las distintas etapas del

proceso emocional.
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VII. Conclusiénes

Las evidencias aportadas por esta tesis permiten afirmar que:

La corteza insular granular presenta cuatro subdivisiones, de acuerdo a su patrén de
conexiones.

Sugerimos que el flujo de informacidn interoceptiva llega hasta la corteza insular
granular rostral (RAIC) por medio de la corteza agranular posterior.

Las subdiviosnes de la RAIC ventral y dorsal, presentan conexiones diferentes que
representarian roles multiples en el procesamiento de memorias emocionales.
Sugerimos la transferencia de memorias de miedo condicionado que llegarian desde
la corteza interoceptiva primeria hasta la RAIC, ya que la lesion bilateral de la
RAIC no impide la adquisicién pero si la estabilidad a largo plazo de esta memoria
y su inactivacion bilateral inmediatamente despues del condicionamiento no altera
el almacenamiento a corto plazo.

El sistema interoceptivo y la amigdala participan en conjunto en la consolidacion de
memorias de miedo condicionado, lesiones cruzadas alteran la expresion del miedo
24hrs depsues del condicionamiento mientras que la inactivacion cruzada post
condicionamiento pero no 6hrs. después, perturb6 el establecimiento de estas
memorias.

Esta tesis sugiere fuertemente que la consolidacion de las memorias aversivas que
incluyen la participacion de la RAIC y la amigdala estarian lateralizadas.

La comunicacion RAIC- Amigdala participaria de memorias altamente perjudiciales
como el estrés post-traumatico, ya que su inactivacion disminuye de manera fuerte

el miedo en un protocolo de PSTD.
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8. La informacion interoceptiva que alcanza la corteza insular parietal rostral,
interoceptiva primaria, es escencial en mantener una memoria aversiva como el
miedo condicionado, ya que su inactivacion persistente con NeoSTX acelera la
extincion del miedo condicionado. Esta memoria seria transferida a regiones

jerarquicamente superiores, RAIC, para su evocacion a largo plazo.

Consideramos entonces que la RAIC, como la regién del alto orden del sistema
interoceptivo, entrega informacion relevante a la amigdala acerca del estado interno del
animal, siendo esta interaccion relevante en la consolidacion de memorias emocionales,
como el miedo condicionado. Entender el vinculo existente entre estas dos regiones resulta
fundamental para comprender como el cerebro integra informacion proveniente del medio

externo e interno, para llevar a cabo diferentes conductas motivadas.
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Figuras Suplementarias
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Fig.S1 Esquemas representativos del posicionamiento de canulas para el tratamiento de

inactivacién cruzada en el protocolo de extincion. A) Animales microinyectados con
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muscimol. Izquierda, animales canulados en RAIC L/AMIG R. Derecha animales

canulados en RAIC D/AMIG L. B) Animales microinyectados con salino. lzquierda,

animales canulados en RAIC L/AMIG R. Derecha animales canulados en RAIC D/AMIG

L. Al costado de cada figura se indica en nivel anteroposterior de acuerdo a bregma segun

el atlas deA (Swanson 1998).
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Fig. S2 Esquemas representativos del posicionamiento de canulas para el tratamiento de

inactivacion bilateral de la RAIC con muscimol. A la kzquierda los 8 animales utilizados.

Al costado de cada figura se indica en nivel anteroposterior de acuerdo a bregma segun el
atlas deA (Swanson 1998).
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Fig.S3 Esquemas representativos del posicionamiento de canulas para el tratamiento de
inactivacién cruzada en el protocolo de estrés post-traumatico (PSTD). A) Animales
microinyectados con muscimol. Izquierda, animales canulados en RAIC L/AMIG R.
Derecha animales canulados en RAIC D/AMIG L. B) Animales microinyectados con
salino. lzquierda, animales canulados en RAIC L/AMIG R. Derecha animales canulados
en RAIC D/AMIG L. Al costado de cada figura se indica en nivel anteroposterior de

acuerdo a bregma segun el atlas deA (Swanson 1998).
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